



























LE฀   
         MEMBRES	฀DU฀JURY฀:
Université Toulouse III Paul Sabatier (UT3 Paul Sabatier)
Biologie, Santé, Biotechnologies (BSB)
Rôles de l'Apeline et de l'EPA
sur le métabolisme énergétique
au cours de la résistance à l'insuline
Mardi 26 Novembre 2013
Chantal Bertrand
Physiopathologie
Dr Catherine Postic (INSERM, Paris)
Dr Nathalie Bernoud-Hubac (INSERM, Lyon)
Pr Isabelle Castan-Laurell
U1048 - I2MC - Equipe 3
Pr Pierre Gourdy (INSERM, Toulouse)
Dr Jacques Grober (INSERM, Dijon)


























The most exciting phrase to hear in science, 
the one that heralds new discoveries, 












Face à l’épidémie grandissante de diabète de type II, le développement de nouvelles 
stratégies thérapeutiques est l’un des principaux enjeux de santé publique. Notre équipe 
s’intéresse à l’apeline, une adipokine qui, bien que surexprimée en condition d’obésité, est 
bénéfique, et améliore la sensibilité à l’insuline de souris obèses et résistantes à l’insuline, en 
agissant essentiellement sur le métabolisme énergétique musculaire. Or le rôle de l’apeline sur 
le foie dans ce contexte n’est pas connu. 
Dans le but de le déterminer, nous avons étudié, chez des souris obèses et insulino-
résistantes, les effets d’un traitement chronique à l’apeline sur les principales fonctions 
métaboliques du foie, et l’expression de son récepteur, APJ, dans différentes populations 
cellulaires hépatiques, ainsi que sa régulation au cours de l’insulino-résistance. Nous avons pu 
montrer que les taux de glycogène ne sont pas modifiés, mais que la stéatose hépatique est 
diminuée de 40% après 4 semaines de traitement à l’apeline. Cela est accompagné d’une 
diminution de l’expression de SREBP-1c et de la FAS, ce qui suggère que la lipogenèse de novo 
est réduite par ce traitement. Cela est associé à la diminution de l’oxydation des lipides et de 
leur sécrétion sous forme de VLDL. Ces effets semblent par contre être la conséquence du 
traitement à l’apeline sur l’amélioration globale de la sensibilité à l’insuline de l’organisme 
plutôt qu’un effet direct de l’apeline sur le foie. En effet, bien que l’expression génique d’APJ 
augmente dans le foie des souris obèses et insulino-résistantes, les études 
d’immunofluorescence n’ont pas permis de révéler la présence d’APJ dans les hépatocytes. 
Cependant la présence d’APJ sur un autre type cellulaire n’exclut pas des effets sur le 
métabolisme hépatique. 
L’acide eicosapentaénoïque (EPA), un acide gras polyinsaturé de la famille des ω3, est 
connu aussi pour améliorer la sensibilité à l’insuline et limiter la prise de poids chez le rongeur. 
De plus, l’EPA est capable d’augmenter l’expression de l’apeline par le tissu adipeux. Comme 
l’apeline exerce des effets bénéfiques sur le muscle, nous avons étudié la régulation du système 
apeline/APJ musculaire par l’EPA, chez les souris nourries avec un régime gras supplémenté  en 
EPA (3,6% des lipides). Ce régime, après 10 semaines, freine l’apparition de l’obésité et de 
l’intolérance au glucose, augmente la capacité du muscle à oxyder les lipides, et augmente 
l’expression de l’apeline et d’APJ dans le muscle. In vitro, l’EPA induit l’expression mais aussi la 
sécrétion de l’apeline, ce qui suggère que l’apeline puisse être une myokine et un potentiel 





Faced with the increasing prevalence of type II diabetes, the development of new 
therapeutic strategies is one of the major public health issues. Our research group studies focus 
on apelin, an adipokine overexpressed in obesity, that is beneficial and improves insulin 
sensitivity in obese and insulin resistant mice, by acting essentially on the muscle lipid 
metabolism. However, the role of apelin on liver metabolism has not been addressed yet. 
We thus studied, in obese and insulin resistant mice, the effects of a chronic apelin 
treatment on the main hepatic metabolic functions, as well as the expression and the 
regulation of apelin receptor, named APJ, in different hepatic cell types. We have shown that 
glycogen stores were not modified, but hepatic steatosis was reduced by 40% after 4 weeks of 
apelin treatment. This was associated to a decreased gene expression of SREBP-1c and FAS, 
suggesting that de novo lipogenesis was reduced by this treatment. In addition, lipid oxidation 
and secretion of VLDL were decreased. These effects seem to be the consequence of the 
treatment on the global amelioration of insulin sensitivity, rather than a direct apelin effect on 
the liver. Indeed, even though APJ gene expression is increased in the liver of obese and insulin 
resistant mice, the immunofluorescence experiments did not reveal the presence of APJ in 
hepatocytes. However, the presence of APJ in another cell type doesn’t rule out indirect effects 
on the hepatic metabolism. 
Eicosapentaenoic acid (EPA), a polyunsaturated fatty acid from the ω3 family, is also 
able to improve insulin sensitivity and to reduce weight gain. Moreover, EPA is able to increase 
apelin expression in the adipose tissue. As apelin exerts beneficial metabolic effects in the 
muscle, we studied the regulation of the muscle apelin/APJ system by EPA, in mice fed with a 
high fat diet supplemented with EPA (3.6% of total lipids). This diet, after 10 weeks, prevented 
the development of obesity, glucose intolerance, alterations in muscle metabolism, and 
increased apelin and APJ muscle expression. In vitro, EPA induced apelin expression but also its 
secretion, suggesting that apelin could be a myokine, and a potential mediator of EPA’s 
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AA : Acide Arachidonique 
ACC : Acétyl-coA Carboxylase 
ACE2 : Angiotensine Converting Enzyme 2 
AcylCN : Acylcarnitines 
AGL : Acides Gras Libres 
ALAT : Alanine Aminotransférase 
AMPc : AMP cyclique 
AMPK: AMP-activated Protein Kinase 
AngII : Angiotensine II 
Angpl : Angiopoietin-related protein 
Apo : Apolipoprotéine 
AS160 : Akt Substrate of 160 kDa 
ASAT : Aspartate Aminotransférase 
αSMA : α-Smooth Muscle cell Actin 
AT1 : récepteur de type 1 à l’Angiotensine II 
ATF4 : Activating Transcription Factor 4  
ATGL :  Adipose TG Lipase 
βHB : β-Hydroxybutyrate 
bHLH-LZ : Basic Helix-Loop-Helix Leucine 
                  Zipper 
BiP : Binding Immunoglobulin Protein 
BPA : Bisphénol A 
ChREBP :  Carbohydrate-Responsive Element 
                  Binding Protein 
coA : coenzyme A 
COX : Cyclo-oxygénase  
CREB : cAMP-Responsive Element Binding 
             Protein 
DAG : Di-Acyl Glycérol 
DGAT : DG-acyltransférase 
DHA : acide docosahéxaénoïque 
DPA : Acide Docosapentaénoïque 
eIF2α : Eukaryotic Initiation Factor 2α  
EPA : Acide Eicosapentaénoïque 
ET-1 : Endothéline 1 
FAS : Fatty Acid Synthase 
FAT : Fatty acid transporter (=CD36) 
FGF : Fibroblast Growth Factor  
FOXO : Forkhead box O 
FXR : Farnesoid X Receptor 
G6P : Glucose-6-Phosphate 
G-6-Pase : G6P phosphatase 
GK : Glucokinase 
GLP-1 : Glucagon Like Peptide 
GLUT : Glucose Transporter 
GPAT : Glycérophosphate Acyltransférase 
HFD : High Fat Diet 
HMG : 3-hydroxy-méthyl-glutaryl 
HOMA-IR : homeostasis model of 
                    assessment – insulin resistance 
icv : intracérébroventriculaire 
IκK : Inhibitor of κB Kinase 
IL : Interleukine 
IMC : Indice de Masse Corporelle 
ip : intrapéritonéale 
IRE1 : Inositol-REquiring 1 
IRS-1 : Insulin Receptor Substrate 1 
Iv : intraveineuse 
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JNK : Jun NH2-terminal Kinase 
LA : Acide Linoléique 
LDN : lipogenèse de novo  
LOX : Lipo-oxygénase 
LPL : Lipoprotéine Lipase 
LPS : Lipopolysaccharides 
LT : Leucotriènes 
LXR : Liver-X-Receptor 
MAPK : Mitogen activated protein kinases 
MCP-1 : Macrophage Chemoattractant 
               Protein-1 
MEC : Matrice Extracellulaire 
MTP : Microsomal TG Transfer Protein 
MUFA : acide gras monoinsaturé (Mono 
               Unsaturated Fatty Acid) 
NAFLD : Non Alcoholic Fatty Liver Diseases 
NASH : Non Alcoholic Steatohepatitis 
NFκB : Nuclear Factor κB 
NO : monoxyde d’azote 
NOS : NO Synthase 
OAA : Oxalo-Acétate 
OMS : Organisation Mondiale de la Santé 
PDH : Pyruvate-Déshydrogénase  
PEP : Phosphoénol Pyruvate 
PEPCK : PEP Carboxykinase 
PERK : PKR-like ER-localized eIF2α Kinase 
PFK : Phosphofuctokinase 
PG : Prostaglandine 
PGC1α : PPARγ Coactivator 1α 
PGI : Prostacyclines 
PI3K : Phosphoinositol-3-Kinase  
PK : Protéine Kinase 
PPAR : Peroxisome Proliferator-Activated 
             Receptor 
PUFA : acide gras polyinsaturé (Poly- 
             Unsaturated Fatty Acid) 
RCPG : Récepteur Couplé aux Protéines G 
ROS : espèces actives de l’oxygène 
          (Reactive Oxygen Species) 
S1P : Site 1 Protease 
SCAP : SREBP Cleavage Activating Protein 
SFA : acide gras saturé (Saturated Fatty 
         Acid) 
SGLT : Sodium/Glucose Transporter 
SNP : Single Nucleotide Polymorphism  
SREBP : Sterol Regulatory Element Binding 
              Protein 
TG : Triglycéride 
TGF : Transforming Growth Factor 
TGIM : TG Intramusculaires 
TNFα : Tumor Necrosis Factor α 
TX : Thromboxanes 
TZD : Thiazolidinediones 
UCP : Uncoupling Protein 
VLCFA : Very Long Chain Fatty Acid 
VLDL : Very Low Density Lipoprotein 
Wt : wild-type 
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Les pathologies métaboliques telles que le diabète et l’obésité ont une prévalence en 
constante augmentation. Le diabète de type II est caractérisé par une résistance à l’insuline qui 
touche plusieurs organes, dont les muscles squelettiques et le foie. La résistance à l’insuline 
hépatique se traduit par une perte des effets de l’insuline sur l’inhibition de la production de 
glucose conduisant à une néoglucogenèse non contrôlée, et par un maintien des effets de 
l’insuline sur la lipogenèse de novo et l’accumulation de lipides, conduisant à une stéatose. A ce 
jour, aucun traitement n’existe pour traiter spécifiquement la stéatose hépatique, mais certains 
traitements antidiabétiques ont pour effet de la diminuer, parallèlement à l’amélioration de la 
sensibilité à l’insuline. 
 
Au cours de ma thèse, je me suis intéressée, dans un contexte d’obésité et de résistance 
à l'insuline chez la souris, d’une part aux effets d’un traitement chronique à l’apeline, une 
adipokine dont les effets sur la sensibilité à l’insuline en condition de résistance à l'insuline ont 
été démontrés dans le muscle, sur le métabolisme hépatique ; et d’autre part aux effets d’un 
acide gras polyinsaturé, l’acide eicosapentaénoïque (EPA) sur la régulation de l’expression de 
l’apeline dans le muscle squelettique de souris, in vivo et in vitro. 
 
Ainsi, la partie introductive de ce manuscrit, après avoir exposé les bases 
physiopathologiques de la résistance à l'insuline, sera focalisée sur les divers processus 
métaboliques qui ont lieu dans le foie, ainsi que sur les données bibliographiques décrivant 
leurs dérégulations en condition de résistance à l'insuline, afin de pouvoir appréhender les 
effets du traitement chronique à l’apeline sur le foie. La suite de l’introduction concerne 
l’apeline et l’EPA, leurs rôles connus dans la physiologie générale, leurs effets sur la sensibilité à 












I) Homéostasie glucidique 
L’homéostasie glucidique est essentielle au fonctionnement de l’organisme. En effet, la 
régulation de la glycémie est nécessaire, notamment pour le cerveau qui utilise le glucose 
comme source d’énergie quasi-exclusive et ne peut pas le stocker. Il a donc a besoin d’une 
perfusion glucidique constante. Or, au cours de la journée, la glycémie d’une personne saine 
oscille autour d’une valeur moyenne d’1g/L (5mM). L’existence de systèmes de régulation 
permet d’assurer un retour rapide de la glycémie à une valeur physiologique. 
 
A la suite d’un repas, la glycémie augmente à la suite de l’absorption intestinale du 
glucose, puis l’insuline est rapidement sécrétée par les cellules β du pancréas. C’est cette 
hormone qui dirige les opérations en ce qui concerne l’entrée du glucose principalement dans 
les muscles squelettiques, le tissu adipeux et le cœur, via les transporteurs de glucose GLUT4 
(Glucose transporter 4). La famille des GLUT comporte 14 isoformes, certaines d’entre elles 
pouvant transporter d’autres composés tels que le fructose (GLUT2 et GLUT5) ou l’acide urique 
(GLUT9) [Thorens, et al. 2010]. 
La spécificité de GLUT4 est que sa présence dans la membrane plasmique des cellules 
est dépendante de l’insuline : il est présent dans des vésicules intracellulaires, qui fusionnent 
avec la membrane plasmique en réponse à l’insuline [Larance, et al. 2008]. La liaison de 
l’insuline avec les unités α extracellulaires de son récepteur à tyrosine-kinase entraîne son 
autophosphorylation sur des résidus tyrosine de ses deux sous-unités β intracellulaires. Cela 
entraîne la phosphorylation d’IRS-1 (insulin receptor substrate 1) sur des résidus tyrosine 
également. Suite à la phosphorylation d’IRS-1, diverses protéines sont recrutées, et parmi elles, 
la PI3K (phosphoinositol-3-kinase), dont la sous-unité catalytique, après son activation par 
phosphorylation, va générer un PiP3 (phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate) à partir de PiP2 
(phosphatidylinositol-4,5-biphosphate). Des protéines kinases (PK) sont alors recrutées à la 
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membrane plasmique et activées par phosphorylation, et parmi elles la PDK-1 (3-
phosphoinositide dependent kinase 1), la PKB (Akt), et les PKC λ et ζ (PKC λ/ζ). Une fois activée, 
Akt peut phosphoryler et inactiver la protéine AS160 (Akt substrate of 160kDa), ce qui induit le 
trafic des vésicules contenant GLUT4 vers la membrane plasmique, en activant les protéines 
Rab-GTPase présentes sur la membrane des vésicules ; et la PKC promeut la translocation en 
agissant sur le cytosquelette de la cellule [Liu, et al. 2007]. Les processus de docking et de 
fusion des vésicules avec la membrane plasmique sont permis grâce au complexe protéique 
SNARE, présent à la fois sur les vésicules et sur la membrane plasmique. Les transporteurs 
GLUT4, alors à la surface de la cellule, peuvent ainsi faire entrer le glucose circulant en plus 
grande quantité (Figure 1).  
 
 
Figure 1. Signalisation de l’insuline et entrée du glucose. 
La liaison de l’insuline (en jaune) avec les unités α extracellulaires de son récepteur entraîne 
l’autophosphorylation des résidus tyrosine des deux sous-unités β intracellulaires. IRS-1 phosphorylé sur 
des résidus tyrosines permet le recrutement de la PI3K qui génère du PIP3. Celui-ci active la PDK qui 
phosphoryle Akt et inhibe AS160. Ceci permet la translocation des transporteurs GLUT4 à la membrane 
plasmique. L’activation de la PKC permet elle aussi la translocation en agissant sur le cytosquelette. Une 
fois à la surface de la cellule, les transporteurs GLUT4, plus nombreux, augmentent le transport de 
glucose (en vert). IRS-1 (insulin receptor substrate 1), PI3K (phosphoinositol3kinase), PiP3 
(phosphatidylinositol 3,4,5 triphosphate),PDK (3-phosphoinositide dependent kinase), AS160 (Akt 
substrate of 160kDa), PKC: protéine kinase C.  
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Le glucose absorbé lors d’un repas entre également dans le foie, mais de façon 
indépendante de l’insuline via GLUT2. Sous l’action de l’insuline, la néo-synthèse de glucose 
(néoglucogenèse) est inhibée, et le glucose capté est stocké sous forme de glycogène dans le 
foie et les muscles (glycogénogenèse), ou sous forme de lipides dans le tissu adipeux 
(lipogenèse de novo). Le glucose peut également être catabolisé pour générer de l’énergie, en 
particulier dans les muscles. Les effets de l’insuline sur le métabolisme glucidique du foie seront 
détaillés dans le chapitre II. 
L’insuline a également des effets sur le métabolisme lipidique. Par exemple, dans le tissu 
adipeux, outre l’externalisation des GLUT-4, elle inhibe la lipolyse adipocytaire. L’activation 
d’Akt permet d’activer la phosphodiestérase PDE3B, ce qui entraîne la dégradation de l’AMP 
cyclique (AMPc) intracellulaire, et empêche l’activation de la PKA. La PKA pouvant activer la LHS 
(lipase hormonosensible), la lipolyse est ainsi inhibée. La régulation du métabolisme lipidique 
dans le foie sera également détaillée dans le chapitre II. 
L’entrée de glucose dans les organes permet une diminution de la glycémie, et 
lorsqu’elle rejoint sa valeur physiologique, la sécrétion de l’insuline diminue. 
 
En période de jeûne, lorsque la glycémie est basse, des régulations hormonales et 
nerveuses vont activer les voies productrices de glucose afin d’élever la glycémie, en ciblant 
principalement le foie. Au court terme, le glucagon, une hormone sécrétée par les cellules α du 
pancréas, et l’adrénaline, une neuro-hormone du système nerveux sympathique, induisent la 
dégradation du glycogène en glucose (glycogénolyse) et la néoglucogenèse. Lors d’un jeûne 
prolongé, ce sont les glucocorticoïdes qui induisent la néoglucogenèse. La production 
hépatique de glucose est responsable de 80% du glucose libéré dans la circulation, le reste 
provenant des reins et de l’intestin. Au cours du jeûne, alors que le stock de glycogène 
hépatique diminue, la néoglucogenèse prend une part croissante dans la production du glucose 
[Landau, et al. 1996]. Lors d’un jeûne prolongé, le glucose est orienté préférentiellement vers le 
cerveau, les autres organes pouvant utiliser les lipides, relargués dans la circulation suite à la 
lipolyse dans le tissu adipeux, comme source d’énergie. Les corps cétoniques produits 
principalement par le foie (cétogenèse) en condition de jeûne prolongé peuvent également 
être utilisés par le cerveau. 
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Ainsi, une régulation fine de la glycémie est rendue possible par la coordination de ces 
systèmes, et une dérégulation chronique de la glycémie peut mener à l’apparition d’une 
résistance à l’insuline, puis d’un diabète de type II, qui seront définis dans le prochain 
paragraphe. 
 
II) Insulino-résistance et diabète de type II 
1) Définitions 
La résistance à l’insuline est la condition dans laquelle les organes habituellement 
sensibles à l’insuline n’y répondent plus. L’organisme se retrouve alors dans une situation où le 
glucose circulant après un repas n’est pas suffisamment transporté dans les organes, et où la 
production endogène de glucose n’est pas correctement inhibée, résultant en une glycémie 
anormalement élevée. Le taux d’acides gras circulants est également élevé, dû à un défaut 
d’inhibition de la lipolyse adipocytaire. 
Dans un premier temps, le pancréas va s’adapter en sécrétant plus d’insuline, ce qui 
permet de stabiliser la glycémie à une valeur physiologique. On est alors dans une situation 
d’hyperinsulinémie, mais de glycémie normale, caractéristique d’un pré-diabète. 
Au long terme, l’organisme devenant plus insulino-résistant, l’hyperinsulinémie ne 
parvient plus à maintenir une glycémie stable, et on se retrouve dans une situation 
d’hyperinsulinémie couplée à une hyperglycémie, qui est caractéristique du diabète de type II. 
Une personne hyperglycémique est définie par l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) 
comme ayant une glycémie à jeun supérieure à 1,26 g/l (7mM). 
Dans un stade plus avancé de cette pathologie, les cellules β du pancréas étant 
surchargées par la demande en insuline, elles entrent en apoptose suite à leur 
dysfonctionnement, notamment via l’induction d’un stress du réticulum endoplasmique (RE) 
trop important et chronique [Scheuner, et al. 2008]. Cela mène à l’effondrement de 
l’insulinémie, et à une situation similaire à un diabète de type I, avec une hyperglycémie 
associée à une insulinopénie. 
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2) Mécanismes cellulaires de la résistance à l’insuline 
La perturbation de la signalisation insulinique peut avoir lieu à plusieurs niveaux. La 
quantité de récepteurs à l’insuline présents à la surface des cellules peut être diminuée par un 
phénomène d’internalisation. Ce phénomène est physiologique, mais en condition d’hyper 
insulinémie chronique, les récepteurs seront moins renouvelés à la surface des cellules. 
La cascade d’activations intracellulaires suite à la liaison de l’insuline sur son récepteur 
est rendue possible par la phosphorylation des acteurs intracellulaires sur des résidus tyrosine. 
Cependant le récepteur à l’insuline et IRS-1 possède aussi des sites de phosphorylation sur des 
résidus sérine, qui, lorsqu’ils sont phosphorylés, ne leur permettent plus de reconnaître leurs 
substrats respectifs ni de les activer. Lorsque le ratio Ser-phosphorylation/Tyr-phosphorylation 
est élevé, l’insuline est moins efficace. Cette phosphorylation sur les résidus sérines est rendue 
possible par l’activation de certaines protéine-kinases comme les PKC atypiques telle que la PKC 
θ, ou encore les kinases liées aux réponses de stress comme les JNK et IκK [Schmitz-Peiffer, et 
al. 2008]. La protéine mTOR (mammalian Target Of Rapamycin) est également capable de 
phosphoryler IRS-1 sur des résidus sérine inhibiteurs, soit directement sous la forme du 
complexe mTORC1, soit par l’action de son substrat S6K1 [Howell, et al. 2011]. Son action est 
transitoire, et est considérée comme essentielle pour assurer que les effets de l’insuline ne 
persistent pas dans le temps plus que nécessaire. Cependant, une activation chronique de 
mTOR peut mener à une résistance à l’insuline : une augmentation de l’activité de mTORC1 a 
été observée dans le foie et les muscles de modèles murins d’obésité et d’hyperinsulinémie. Le 
complexe mTORC2 peut lui aussi interférer avec la signalisation insulinique en atténuant la 
phosphorylation d’Akt, et en phosphorylant la sérine 473 [Howell and Manning 2011], 
[Sarbassov, et al. 2005]. 
La quantité d’IRS-1 peut elle-aussi réguler la sensibilité à l’insuline des cellules : les 
protéines SOCS1 et 3 sont capables de se fixer à IRS1 et d’induire sa dégradation par le 
protéasome. Une étude in vivo a montré que la surexpression adénovirale de SOCS1 dans le 
foie induit cette dégradation, et provoque une intolérance à l’insuline chez les souris [Rui, et al. 
2002]. 
Des protéines tyrosine phosphatases (PTPases) peuvent également inhiber la 
signalisation insulinique en déphosphorylant les tyrosines du récepteur à l’insuline et d’IRS-1 
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[Basciano, et al. 2009] [Byon, et al. 1998], et elles semblent être plus actives dans le tissu 
adipeux [Ahmad, et al. 1995] et les muscles de patients diabétiques [Ahmad, et al. 1997].  
 
III) Etiologie de l’insulino-résistance et du diabète de type II 
Selon l’OMS, le diabète de type II atteint désormais des proportions épidémiques, 
parallèlement à l’obésité. De nombreux efforts ont été fournis ces dernières années pour tenter 
de comprendre les causes de l’apparition de l’obésité, ainsi que pour trouver des moyens de 
limiter d’une part l’apparition d’une obésité morbide, et d’autre part pour limiter les 
"dommages collatéraux" de l’obésité, dont la résistance à l’insuline et le diabète de type II. 
L’étiologie de l’obésité et de la résistance à l’insuline est aujourd’hui encore soumise à 
controverse. Il est évident qu’un déséquilibre entre la prise alimentaire et la dépense physique 
entraîne une prise de poids, cependant ces pathologies ne résulteraient pas d’une cause 
unique, mais plutôt d’un ensemble de facteurs génétiques et environnementaux. 
Tout d’abord, les sociétés occidentales sont confrontées à une abondance de nourriture 
sans précédent dans l’histoire de l’humanité. La nourriture est omniprésente dans notre 
société, l’essor de l’industrie agro-alimentaire permettant un accès quasi-permanent à des plats 
prêts-à-consommer, et bien souvent très caloriques. Nous sommes également moins actifs 
physiquement : les travaux de manutention et d’extérieur sont moins représentés qu’avant, la 
plupart des gens se retrouve donc dans une situation de fort apport calorique pour une 
dépense énergétique faible. Cela amène rapidement à une prise de poids, qui peut, si elle n’est 
pas contrôlée, entraîner une obésité, définie par un indice de masse corporel (IMC) égal ou 
supérieur à 30 kg/m
2
, pouvant évoluer vers une obésité morbide (IMC > 40 kg/m
2
) et un 
diabète de type II. Cependant des prédispositions génétiques ou environnementales peuvent 
également jouer un rôle dans l’apparition de ces pathologies. 
 
1) Une maladie génétique ? 
Chaque individu possédant son propre patrimoine génétique unique, il répondra 
différemment à un mode de vie donné. L’idée d’une prédisposition génétique à l’obésité était 
présente dans les esprits bien avant la découverte des chromosomes : en 1852, le Dr Hufeland 
parlait déjà dans un traité de médecine générale [Hufeland, 1852] d’une forme familiale 
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d’obésité : "En général, une disposition congénitale a une grande influence ; ainsi certaines 
personnes restent maigres malgré la nourriture la plus riche, et d’autres deviennent obèses 
alors qu’elles sont soumises à restriction", et c’est en 1923 que le Dr Davenport démontre la 
concentration de l’obésité au sein de familles [Davenport 1923]. 
 
L’avènement de la génétique et le séquençage de l’ADN ont permis de confirmer ces 
observations. De simples mutations dans la séquence de gènes impliqués dans la signalisation 
insulinique ou dans le métabolisme énergétique peuvent avoir un impact sur le devenir des 
nutriments, et donc sur le développement d’une obésité et d’un diabète de type II [O'Rahilly 
2009]. 
Un défaut d’expression, ou des mutations dans certains gènes peuvent provoquer une 
obésité qui peut évoluer vers une résistance à l’insuline. Parmi eux on retrouve le gène de la 
leptine, de la pro-opiomélanocortine (POMC), et du récepteur de l’αMSH (melanocyte-
stimulating hormone), qui régulent la prise alimentaire, mais aussi celui de la PCSK1, une pro-
protéine convertase qui permet la maturation de l’insuline [O'Rahilly 2009]. 
De nombreux variants génétiques ont été retrouvés spécifiquement chez les personnes 
obèses, comparées avec des personnes de poids normal [Walley, et al. 2009] mais ils peuvent 
aussi avoir un rôle dans le développement de l’insulino-résistance. Un variant génétique est une 
séquence d’ADN qui est différente de celle portée par la majorité de la population, pour un 
gène donné. Cela peut être une différence d’un seul nucléotide, appelée SNP, pour "single 
nucleotide polymorphism". Les SNP associés à l’insulino-résistance se trouvent dans la plupart 
des cas dans des gènes ou dans des séquences voisines de gènes codant pour des protéines 
impliquées entre autres dans le métabolisme énergétique, le fonctionnement de la cellule β, la 
fonction adipocytaire, ce qui expliquerait la susceptibilité de certaines personnes à développer 
cette pathologie. Par exemple, plusieurs polymorphismes et SNPs dans le gène du transporteur 
d’acides gras FAT (Fatty Acid Transporter) ont été associés à des caractéristiques du syndrome 
métabolique, dont la sensibilité à l’insuline [Koonen, et al. 2011]. Un autre SNP localisé à 
proximité du gène irs-1, qui a pour effet une moindre expression et activation d’IRS-1, est 
associé à l’apparition d’une insulino-résistance, d’une hyper insulinémie et d’un diabète de type 
II [Rung, et al. 2009]. Au niveau de la cellule β, un SNP situé dans le gène d’un transporteur de 
zinc a été associé avec le diabète de type II [Sladek, et al. 2007], et on sait aujourd’hui que la 
délétion de ce gène résulte en une diminution de la sécrétion de l’insuline stimulée par le 
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glucose chez la souris [Pound, et al. 2009]. La fonction mitochondriale peut également être 
modifiée et entraîner une résistance à l’insuline: une mutation dans le génome mitochondrial 
est impliquée dans une forme de diabète de type II transmis par la mère [van den Ouweland, et 
al. 1992]. 
 
Selon l’hypothèse de J.V. Neel en 1962, [Neel 1999], la nature aurait sélectionné les 
individus qui ont la meilleure aptitude à résister à de longues périodes de privation de 
nourriture, donc la meilleure capacité à stocker les graisses, au temps des chasseurs-cueilleurs, 
grâce à leurs "thrifty genes", ou gènes d’épargne. De façon assez ironique, ce patrimoine 
génétique dont nous avons hérité est aujourd’hui plus un inconvénient qu’un avantage sélectif, 
face à l’abondance de nourriture à laquelle nous sommes désormais confrontés. 
Cette hypothèse des gènes d’épargne a été remise en cause par J.R. Speakman en 2008 
[Speakman 2008], qui a postulé que les gènes qui prédisposent certains personnes à 
développer une obésité et un diabète de type II auraient été conservés par un phénomène de 
dérive génétique plutôt que par sélection naturelle, lançant sa théorie des "drifty genes", ou 
gènes de dérive. Son hypothèse est basée sur le fait que la sélection naturelle décrite par J.V. 
Neel aurait eu pour résultat que nous serions tous porteurs des allèles (ou variants) d’épargne, 
or la totalité de la population mondiale n’est pas obèse. Néanmoins, l’environnement jouant un 
rôle important dans le développement de l’obésité, l’hypothèse de Neel garde toujours un 
certain crédit. 
Si l’on considère l’hypothèse de Neel, ce phénomène de sélection va-t-il être inversé ? 
Les personnes obèses et résistantes à l’insuline ayant un risque de morbidité élevé dû à 
l’apparition de maladies métaboliques et cardiovasculaires, et une fertilité réduite 
[Sermondade, et al. 2012], [Cabler, et al. 2010], cela constituera-t-il une pression sélective 
positive pour les individus qui ne possèdent pas ces gènes d’épargne? 
 
L’épigénétique joue elle aussi un rôle dans le développement de l’obésité et l’apparition 
du diabète de type II. Elle représente les modifications transmissibles et réversibles de 
l’expression des gènes sans changement des séquences nucléotidiques. Concernant 
principalement les micro-ARN et les phénomènes de méthylation de l’ADN et d’acétylation des 
histones, des modifications épigénétiques ont été incriminées dans diverses formes d’obésités 
[Herrera, et al. 2011], mais un possible rôle dans le développement du diabète de type II a 
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également été proposé. Dans les îlots de Langherans de patients diabétiques, plus de 200 gènes 
sont méthylés différemment de ceux de sujets sains. Cela est associé à une modulation de leur 
expression, et certains d’entre eux ont un rôle dans l’inflammation, et dans la survie et le stress 
du RE des cellules β [Volkmar, et al. 2012]. L’identification de modifications épigénétiques de 
gènes impliqués dans le métabolisme énergétique, et de leur impact sur la sensibilité à 
l’insuline est en cours et représente un enjeu important dans la compréhension et dans la prise 
en charge de l’obésité et du diabète de type II. 
 
La métagénomique, ou génomique du microbiote intestinal, a elle aussi de beaux jours 
devant elle. Notre système digestif abrite un véritable écosystème bactérien, majoritairement 
localisé dans le côlon, qui permet, entre autres, la digestion de certaines fibres végétales pour 
lesquelles notre organisme n’est pas équipé. C’est une relation de symbiose car chaque partie 
tire un bénéfice de l’autre. Le microbiote se nourrit et se maintient grâce aux nutriments 
présents dans notre tube digestif et aux sécrétions de la muqueuse intestinale. En contrepartie, 
ce microbiote assure le bon fonctionnement de notre système immunitaire, la conversion de 
certains acides biliaires, le développement des villosités intestinales et l’intégrité de la barrière 
intestinale [Nicholson, et al. 2005]. Le séquençage du génome bactérien a permis d’identifier 
les populations de bactéries présentes dans notre tube digestif, et de mettre en évidence des 
différences entre des patients obèses ou diabétiques et des sujets sains [Tilg, et al. 2011], 
[Delzenne, et al. 2011]. Les deux phyla les plus représentés sont les Bacteroidetes et les 
Firmicutes. En 2005, il a été montré que le microbiote de souris ob/ob contient moins de 
Bacteroidetes et plus de Firmicutes que celui de souris db/m [Ley, et al. 2005]. Une année plus 
tard, le même déséquilibre est retrouvé dans le microbiote de personnes obèses [Ley, et al. 
2006]. Le fait marquant de cette étude est qu’une perte de poids suite à un régime pauvre en 
lipides ou en glucides permet de rétablir les populations bactériennes initialement présentes, 
ce qui lie la composition du microbiote au statut métabolique des patients obèses. Les patients 
diabétiques possèdent également un microbiote différent de celui de non-diabétiques [Wu, et 
al. 2010], et une étude animale a récemment démontré que la composition du microbiote peut 
conditionner la réponse de l’organisme à un régime riche en lipides et donc conditionner 
l’apparition ou non d’une obésité accompagnée d’une résistance à l’insuline [Le Roy, et al. 
2012], ce qui rend la manipulation du microbiote intéressante dans le traitement de la 
résistance à l'insuline. 
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2) Une maladie environnementale ? 
Les études de séquençage à grande échelle ont paradoxalement confirmé l’importance 
de l’influence de l’environnement sur le risque de développer une obésité et une insulino-
résistance: la présence d’un variant génétique donné ne se traduira pas forcément par une 
obésité ou un diabète de type II, surtout si l’individu concerné n’évolue pas dans un 
environnement dit "obésogène". 
Les facteurs environnementaux pouvant engendrer une obésité puis une résistance à 
l’insuline sont d’ordre socio-culturel, psychologique, ou concernent des substances non 
alimentaires contenues dans la nourriture. 
Les polluants alimentaires joueraient un rôle potentiel dans l’apparition de l’obésité et 
de la résistance à l’insuline. Lorsque nous nous alimentons, nous n’ingérons que très rarement 
l’aliment pur : viennent souvent s’ajouter à l’aliment originel des polluants issus de sa 
préparation, qu’elle soit industrielle ou non. Hormis les résidus d’engrais ou de pesticides 
utilisés sur les végétaux, et les résidus de médicaments ou d’additifs ajoutés à l’alimentation 
animale que l’on retrouve dans la viande, les aliments peuvent aussi contenir des composés qui 
proviennent de leur emballage. Une étude menée en France en 2010, "Menus Toxiques", a 
analysé les contaminants contenus dans des repas types d’une journée d’un enfant d’une 
dizaine d’années. Bien que menée sur un faible échantillon d’aliments, cette étude a montré 
que, chaque jour, nous pouvons ingérer jusqu’à 81 substances étrangères (xénobiotiques) 
différentes. Ces résidus ne sont pas tous présents en quantités supérieures aux limites de 
sécurité fixées par les instances nationales et internationales, et ne présentent pas tous un 
risque avéré pour notre santé. Néanmoins, ces substances xénobiotiques se retrouvent dans 
notre organisme, et certaines ont été incriminées dans l’augmentation du risque de développer 
certains cancers, des troubles neurologiques ou des troubles de la reproduction [Li, et al. 
2011a], et certaines sont désormais reconnues comme des perturbateurs endocriniens, 
pouvant altérer le métabolisme, et participer à l’étiologie de l’obésité et de la résistance à 
l'insuline. L’un de ces perturbateurs endocriniens ayant fait le plus de vagues récemment, et 
aussi le plus étudié, est le Bisphénol A (BPA), aujourd’hui reconnu comme néfaste pour 
l’organisme. Des études menées depuis les années 2000 ont montré une corrélation positive 
entre les taux de BPA urinaire et le risque d’obésité abdominale, d’insulino-résistance, de 
diabète de type II et de maladies cardiovasculaires [Lang, et al. 2008], [Wang, et al. 2012]. 
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Parmi ses nombreux effets métaboliques, on retiendra surtout une augmentation du poids des 
tissus adipeux et du stockage de triglycérides (TG) dans le foie [Marmugi, et al. 2012], une 
diminution de la phosphorylation d’Akt stimulée par l’insuline dans les muscles et le foie 
[Alonso-Magdalena, et al. 2010], [Indumathi, et al. 2013], [Jayashree, et al. 2013], et une 
perturbation de la libération d’adipokines par le tissu adipeux [Hugo, et al. 2008], [Ben-
Jonathan, et al. 2009]. Les études animales ont également permis de révéler l’importance de 
l’exposition in utero dans les effets du BPA sur l’augmentation du poids des animaux adultes. 
D’autres perturbateurs endocriniens sont retrouvés dans l’alimentation, comme les POP 
(polluants organiques persistants), et sont à prendre en compte lorsque l’on veut déterminer 
les causes de l’apparition de l’obésité et du diabète de type II [Lee, et al. 2006b] chez une 
personne donnée : toutes les populations n’y sont pas exposées de la même façon. 
 
  








Le foie : fonctions métaboliques et dysfonctions lors de 
l’insulino-résistance 
 
I) Le foie : un organe hétérogène 
Le foie est un organe complexe, aussi bien dans sa composition cellulaire que dans sa 
structure microscopique. C’est le premier organe que le sang, provenant du tube digestif, 
traverse, et c’est en cela qu’il est le premier rempart de l’organisme contre les molécules 
xénobiotiques ingérées. Il est également très actif énergétiquement, et capable de sécréter des 
facteurs circulants appelés hépatokines, qui agissent sur le métabolisme d’autres organes, ce 
qui fait du foie un organe endocrine. 
Après une description de la morphologie du foie, cette partie se focalisera sur ses 
fonctions énergétiques en condition physiologique et leurs dérégulations en condition de 
résistance à l'insuline et de diabète de type II. 
 
1) Organisation du foie 
Le foie est organisé en lobes, dont le nombre dépend de l’espèce considérée, eux-
mêmes organisés en lobules. Le lobule est l’unité anatomique du foie, de forme hexagonale. Le 
foie humain ou murin ne présente pas de cloisonnement net de ces lobules en condition 
physiologique. Cependant, on peut distinguer les structures qui les délimitent : à chaque angle 
des lobules, on retrouve une triade portale, aussi appelée espace porte, qui présente un 
conduit biliaire récupérant les acides biliaires élaborés par les hépatocytes, une artère 
hépatique qui transporte du sang riche en oxygène en provenance du cœur, et une veine porte 
qui transporte le sang provenant du tube digestif et qui apporte les nutriments au foie (Figure 
2). Les prolongements de l’artère hépatique et la veine porte fusionnent dans le lobule pour 
déverser le sang dans les sinusoïdes. On retrouve également dans cette triade un vaisseau 
lymphatique, souvent difficile à observer en histologie classique. 
Chaque lobule est constitué en son centre d’une veine centro-lobulaire, autour de 
laquelle les hépatocytes sont organisés en travées de Remak, de façon radiale jusqu’aux bords 
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du lobule (Figure 2). Elle draine de façon centripète le sang qui provient des triades portales. Ce 




Figure 2. Organisation du foie. 
Chaque lobule possède une veine centrolobulaire et plusieurs espaces portes à sa périphérie. Le sang 
circule de façon centripète dans les sinusoïdes pour rejoindre la veine centrolobulaire, et la bile 
élaborée par les hépatocytes circule de façon centrifuge pour rejoindre le canal biliaire. Les cellules 
immunitaires, notamment les cellules de Küpffer, sont localisées dans les sinusoïdes, et les cellules 
stellaires dans l’espace de Disse. 
 
 
2) Différents types cellulaires 
A) Les hépatocytes 
Ce sont les cellules les plus représentées dans le foie, représentant de 60 à 80% du 
nombre de cellules [Racanelli, et al. 2006]. Ils ont une taille approximative de 20µm, sont 
polyédriques, et ont un ou plusieurs noyaux, ronds, situés au centre de la cellule. Ils ont la 
capacité de proliférer en cas d’agression (infection virale, hépatectomie partielle, exposition à 
des produits toxiques), ce qui confère au foie un fort pouvoir d’auto-régénération 
[Michalopoulos, et al. 1997]. Ce phénomène de prolifération est sous le contrôle de nombreux 
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facteurs, tels que l’HGF (hepatocyte growth factor), l’EGF (epidermal growth factor), le TGFα 
(Transforming growth factor α), l’IL-6 (interleukine 6), le TNFα (tumor necrosis factor α), 
l’insuline et la noradrénaline [Michalopoulos and DeFrances 1997]. 
Les hépatocytes sont des cellules polarisées : ils ont une surface basale, en contact avec 
un sinusoïde, ce qui permet les échanges avec le sang, et une surface apicale, en contact avec 
un canalicule biliaire. 
 
Les hépatocytes sont de véritables usines du métabolisme énergétique, ce que l’on peut 
constater en les observant au microscope : elles possèdent de nombreuses mitochondries, 
peroxysomes, réticulums endoplasmiques rugueux et lisses (RER et REL), et membranes de 
Golgi. C’est dans ces cellules qu’a lieu la majorité des événements métaboliques attribués au 
foie. Notamment le stockage et le relarguage des nutriments circulants, la synthèse de facteurs 
de coagulation, la production de bile, mais également le métabolisme de certaines hormones et 
de la plupart des médicaments et xénobiotiques. 
 
En fonction de leur proximité d’une veine centrale ou d’un espace porte, les 
hépatocytes sont spécialisés dans différentes voies métaboliques. C’est la zonation 
métabolique, qui est à l’origine d’une autre façon de compartimenter le foie : alors que le 
lobule est l’unité anatomique du foie, l’acinus en est l’unité fonctionnelle. Son axe central est 
formé par les cloisons virtuelles qui relient les espaces portes, où les hépatocytes sont 
spécialisés dans l’entrée et le catabolisme des acides gras, des acides aminés, et dans la 
néoglucogenèse. Les hépatocytes localisés en périphérie des acini, eux, sont spécialisés dans la 
lipogenèse, la glycolyse, la glycogénolyse, la cétogenèse, ainsi que dans la biotransformation 
des xénobiotiques et le métabolisme de l’alcool [Katz 1992]. Cette zonation est due en partie au 
gradient d’oxygène, d’hormones et de nutriments présents dans le sang, qui diminue à 




 Les hépatocytes, lieu de synthèse du cholestérol et des acides biliaires 
Les hépatocytes sont le lieu de synthèse de la bile, qui est constituée majoritairement 
d’acides biliaires, élaborés à partir de cholestérol dans le peroxysome. Le cholestérol est le 
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précurseur des acides biliaires mais aussi de la vitamine D, et des hormones stéroïdes. Le 
cholestérol circulant provient pour moitié de l’alimentation, l’autre moitié est biosynthétisée 
par l’organisme, par le foie, mais aussi par les intestins et la peau. 
La biosynthèse du cholestérol se déroule de la façon suivante : deux molécules d’acétyl-
coA dérivé du métabolisme glucidique et lipidique sont condensées en une molécule 
d’acétoacétyl-coA, qui est alors converti en HMG-coA (3-hydroxy-méthyl-glutaryl-coenzyme A) 
par la HMGcoA synthase, grâce à l’ajout d’un troisième acétyl-coA. Ce HMGcoA est distinct de 
celui formé lors de la cétogenèse car il est situé hors de la mitochondrie. Puis la HMGcoA 
réductase, enzyme limitante de la synthèse du cholestérol, forme une molécule de mévalonate, 
qui est alors transformé en isopentenyl-pyrophosphate (I-PP) en perdant un CO2. La 
polymérisation de six molécules d’IPP génère une molécule contenant 30 atomes de carbone, le 
squalène, grâce à la squalène synthase, liée au RE. Le squalène, après sa cyclisation en 
lanostérol, subira une vingtaine de réactions notamment de réarrangement de double-liaisons, 
pour enfin aboutir à une molécule de cholestérol.  
La synthèse du cholestérol dépend de l’activité de la HMGcoA-cholestérol 
acetyltransferase qui est régulée soit par les concentrations en cholestérol, soit par son 
activation par déphosphorylation, via la signalisation insulinique par exemple, et elle est 
négativement régulée par l’AMPc et l’AMPK (AMP-activated Kinase). L’AMPK est une kinase 
impliquée dans l’équilibre énergétique de la cellule, elle est qualifiée de senseur énergétique. 
Cet hétérotrimère est activé par phosphorylation de sa sous-unité α lorsque le niveau d’énergie 
intracellulaire est bas, c’est-à-dire lorsque le ratio ATP/AMP est diminué. Elle est alors capable 
d’activer les voies cataboliques et d’inhiber les voies anaboliques afin de rétablir le taux d’ATP 
intracellulaire [Hardie, et al. 1997]. L’HMGcoA réductase (HMGCR) est elle aussi activée par 
déphosphorylation par l’insuline, et inactivée par le glucagon ou l’AMPK [Clarke, et al. 1990]. 
Le cholestérol est libéré dans la circulation sanguine sous forme liée, dans des 
lipoprotéines, ou est utilisé par l’hépatocyte pour synthétiser les acides biliaires. 
 
La synthèse des acides biliaires est sous le contrôle de la cholestérol-7α-hydroxylase 
(Cyp7a1) qui transforme le cholestérol en 7α-hydroxycholestérol. Ce composé donnera, après 
une suite de déshydrogénations et d’hydroxylations, un cholate ou un chénodésoxycholate, qui 
sont des acides biliaires primaires. Ces composés, une fois conjugués à la taurine ou le 
glycocolle, génèreront d’autres acides biliaires primaires tels que le glycocholate, le 
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glycochénodésoxycholate, le taurocholate et le taurochénodésoxycholate. Les acides biliaires 
primaires sont sécrétés au pôle apical des hépatocytes, par des transporteurs BSEP (Bile Salt 
Export Pump), pour rejoindre le canalicule biliaire, puis la vésicule biliaire pour être excrétés 
dans le duodénum lors de la digestion. Cette excrétion par le sphincter d’Oddi est sous le 
contrôle de la cholécystokinine [Shaffer 2000]. Les acides biliaires secondaires tels que l’acide 
désoxycholique et l’acide lithocholique sont formés dans l’iléon, sous l’action de bactéries 
intestinales. Les acides biliaires facilitent l’absorption des graisses par l’épithélium digestif, ainsi 
que des vitamines [Shaffer 2000]. Une partie des acides biliaires est réabsorbée par les 
entérocytes et se retrouve dans la circulation au sein des LDL (low-density lipoproteins). 
 
Parallèlement à ce rôle dans la digestion, les acides biliaires ont été décrits récemment 
comme de nouveaux facteurs capables de réguler le métabolisme énergétique [Hylemon, et al. 
2009], [Lefebvre, et al. 2009], [Watanabe, et al. 2006], [Thomas, et al. 2009], [Li, et al. 2012]. En 
effet, ce sont aussi des molécules signalisantes, via le récepteur nucléaire FXR (Farnesoid X 
Receptor), ou le récepteur membranaire TGR5, qui est un RCPG. Le traitement de souris avec 
des acides biliaires augmente la dépense énergétique du tissu adipeux brun, et empêche la 
prise de poids et le développement d’une intolérance au glucose, ces effets étant médiés par 
l’activation de TGR5 [Watanabe, et al. 2006]. Au niveau du métabolisme glucidique hépatique, 
les études sont contradictoires : une étude a montré que l’activation de FXR par un agoniste 
induit la production de glucose et l’expression d’enzymes impliquées dans la néoglucogenèse 
dans des hépatocytes primaires de rats et humains [Stayrook, et al. 2005], alors que d’autres 
études observent l’effet inverse suite à des traitements in vitro sur des cellules hépatiques 
utilisant des acides biliaires activant le liver X receptor (LXR) [Yamagata, et al. 2004], [Cao, et al. 
2010]. Il est donc difficile aujourd’hui de déterminer l’effet des acides biliaires sur la production 
hépatique de glucose, d’autant plus que l’injection d’un agoniste de FXR n’a pas d’effet sur la 
glycémie de souris [Stayrook, et al. 2005].  
 
B) Les cellules biliaires intrahépatiques 
Ces cellules, aussi appelées cholangiocytes, sont les cellules qui composent le canal 
biliaire dans l’espace porte, qui récupère la bile provenant des canalicules biliaires, et 
l’achemine dans le conduit hépatique pour être stockée dans la vésicule biliaire. 
 
Introduction – Chapitre II : Le foie 
26 
 
C) Les cellules endothéliales 
On retrouve ces cellules au niveau des espaces portes et de la veine centrolobulaire, et 
parsemées le long des sinusoïdes. Les sinusoïdes ne possèdent pas de membrane basale, et 
sont des capillaires fenestrés, il est donc fréquent d’observer en histologie des espaces entre 
les hépatocytes dépourvus de ces cellules. Les sinusoïdes transportent le sang dans le lobule de 
façon centripète, des espaces portes à la veine centrolobulaire, et sont le lieu de résidence de 
cellules du système immunitaire. Les veines portes et centro-lobulaires sont encerclées par des 
cellules musculaires lisses, qui permettent leur vasodilatation ou vasoconstriction, ce qui n’est 
pas le cas des sinusoïdes. 
Entre les sinusoïdes et les hépatocytes se trouve l’espace de Disse (Figure 2). C’est dans 
cet espace péri-sinusoïdal que l’on retrouve les cellules stellaires [Sawitza, et al. 2009]. 
 
D) Les cellules stellaires 
Ces cellules mésenchymateuses, situées dans l’espace de Disse, sont aussi appelées 
cellules étoilées ou cellules de Ito. Elles sont dites "quiescentes" en condition physiologique, et 
stockent la vitamine A. Les cellules stellaires ne sont pas présentes uniquement dans le foie : on 
en retrouve également autour des acini du pancréas [Senoo, et al. 2010]. Elles ont la capacité 
de s’activer en cellules myofibroblastiques, qui participent à la réparation d’éventuelles lésions 
du foie. En effet les hépatocytes peuvent activer les cellules stellaires de façon paracrine, qui 
vont réagir en sécrétant de la matrice extracellulaire (MEC) qui participe à la cicatrisation. Ceci 
est un phénomène physiologique de cicatrisation. 
 
En condition de stéatose et d’insulino-résistance, elles peuvent être suractivées sous 
l’action de facteurs proinflammatoires sécrétés par les cellules immunitaires [Moreira 2007], 
[Vanni, et al. 2010]. En effet, une activation excessive de ces cellules mène à un excès de MEC 
par une rupture de l’équilibre entre sa production et sa dégradation, et donc à l’apparition 
d’une fibrose [Lee, et al. 2011], qui entraîne une altération de la fonction hépatique. Elles 
peuvent également être activées par un excès d’espèces moléculaires réactives de l’oxygène 
(ROS) et de lipides péroxydés [Koek, et al. 2011], et la prise en charge des corps apoptotiques 
d’hépatocytes par les cellules immunitaires et les cellules stellaires elles-mêmes peut induire la 
production de TGFβ, qui est un activateur des cellules stellaires [Canbay, et al. 2003], [Fadok, et 
al. 1998].  
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E) Les cellules de Küpffer 
Ce sont les macrophages résidents du foie, issus de l’immunité innée, localisés dans les 
sinusoïdes. Les cellules de Küpffer sont surnommées "cellules sentinelles" car elles phagocytent 
la majorité des particules étrangères qui proviennent du tube digestif, les empêchant ainsi de 
gagner la circulation générale. La meilleure illustration de cette aptitude est la technique 
classiquement utilisée pour les visualiser en histologie : l’injection in vivo d’encre de chine dans 
la circulation [Ferri, et al. 1981], après laquelle on peut clairement visualiser ces cellules qui ont 
un noyau aplati, ce qui les différencie des hépatocytes. En condition physiologique, ces 
macrophages ont un phénotype dit M2 ou alternatif : cela signifie que leur sécrétome est anti-
inflammatoire, contrairement à la majorité des macrophages de l’organisme qui sont recrutés 
sur les sites d’inflammation. Cependant, ils sont capables de recruter des acteurs du système 
immunitaire acquis comme les lymphocytes T, les Natural Killer, ou encore des monocytes 
[Baffy 2009], et de changer leur phénotype en M1, dit classique, et proinflammatoire. 
 
L’implication des cellules de Küpffer dans la mise en place de la résistance à l’insuline 
induite par un régime hypercalorique a été clairement démontrée chez le rongeur : la 
suppression des cellules de Küpffer par le Clodronate [Lanthier, et al. 2010] et leur inactivation 
par le Gadolinium [Huang, et al. 2010] ont pour effet d’améliorer la sensibilité à l’insuline de 
rongeurs nourris avec un régime hyperlipidique. L’activation M1 des cellules de Küpffer est 
impliquée dans le développement de l’insulino-résistance [Baffy 2009], en plus de 
l’augmentation de leur nombre. En effet, elles sont capables de communiquer avec les cellules 
environnantes (hépatocytes et cellules stellaires) en libérant des médiateurs bioactifs tels que 
des cytokines, des chemokines, des eicosanoïdes, des enzymes protéolytiques, des ROS 
(espèces actives de l’oxygène) ou encore du monoxyde d’azote (NO), qui peuvent mener à une 
stéatose puis à une insulino-résistance [Baffy 2009]. 
Dans un foie insulino-résistant, les cellules de Küpffer peuvent être activées par 
plusieurs mécanismes : 
- L’excès d’acides gras circulants et la présence de lipopolysaccharides (LPS) peuvent 
activer les récepteurs membranaires des cellules de Küpffer, comme le TLR4 par exemple, qui, 
via l’activation du facteur de transcription NFκB, peut induire l’expression de l’interféron γ. 
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- La pression exercée par les hépatocytes gorgés de lipides sur les sinusoïdes entraîne un 
défaut de perfusion du foie, et les leucocytes présents peuvent engager les cellules de Küpffer 
dans une réponse inflammatoire [Baffy 2009]. 
- Ces hépatocytes saturés en lipides peuvent également avoir une composition 
membranaire lipidique modifiée, et être reconnus par les cellules de Küpffer comme une 
menace, et induire une réponse inflammatoire [Baffy 2009]. 
La polarisation M2 des cellules de Küpffer permet la résolution de la réponse 
inflammatoire, mais une infiltration excessive de cellules de Küpffer ou leur polarisation M1 
peut mener à une sur-inflammation du foie. Chez l’Homme, le nombre de cellules de Küpffer 
(CD68+) est corrélé au degré de sévérité de la pathologie hépatique [Park, et al. 2007], et un 
régime riche en lipides de 12 semaines a pour effet d’augmenter leur nombre dans le foie de 
rats [Kiki, et al. 2007]. 
 
F) Les cellules ovales 
Ce sont les cellules souches du foie, elles sont associées aux canaux de Hering [Theise, et 
al. 1999] et leur différenciation en hépatocytes dans le foie adulte est rare. Lors d’une lésion 
(hépatectomie partielle, infection virale), lorsque les hépatocytes ne peuvent plus proliférer 
pour enrayer la lésion, ces cellules ovales vont proliférer et se différencier en de nouveaux 
hépatocytes. Elles ont été isolées pour la première fois en 1997 [Yasui, et al. 1997], et ce n’est 
que récemment que la stéatose hépatique associée à la résistance à l’insuline a été décrite 
comme une condition présentant un nombre élevé de cellules ovales [Tolosa, et al. 2011]. Il est 
possible que les hépatocytes gorgés de lipides, ne pouvant plus assurer leur fonction de 
régénération du tissu, secrètent des signaux paracrines qui activent ces cellules ovales, qui 
seraient un support pour assurer le bon fonctionnement du foie, mais les signaux et 
mécanismes menant à leur prolifération dans la stéatose et l’insulino-résistance sont inconnus 
à ce jour. 
 
II) Métabolisme énergétique du foie 
Le foie est au centre du métabolisme énergétique, car il est capable de répondre 
rapidement aux besoins de l’organisme en fonction de son état nutritionnel. Il est capable de 
stocker le glucose (glycogénogenèse), de le relarguer dans la circulation (glycogénolyse) et d’en 
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néo-synthétiser (néoglucogenèse), ou de produire de l’énergie avec (glycolyse). Il peut 
également fournir l’organisme en lipides, en les ayant stockés ou néo-synthétisés (lipogenèse 
de novo) au préalable, afin de les sécréter sous forme de VLDL (very low density lipoprotein). 
Les acides gras peuvent aussi être utilisés pour produire de l’énergie (β-oxydation). 
 
1) La stéatose, et l’évolution vers les NAFLD plus sévères 
En condition de résistance à l'insuline, ces processus sont altérés, et la manifestation 
histologique de cette insulino-résistance est l’accumulation de lipides dans les hépatocytes, 
appelée stéatose. C’est la maladie hépatique la plus répandue dans les sociétés occidentales. 
Les différents aspects de sa mise en place seront détaillés dans la partie II.3 de ce chapitre. 
Plusieurs formes de stéatose existent : la stéatose microvésiculaire présente un grand nombre 
de petites gouttelettes lipidiques disposées autour du noyau, qui est central ; et la stéatose 
macrovésiculaire présente de grosses gouttelettes plus grandes que le noyau, qui se retrouve 
repoussé à la périphérie de la cellule. 
Cette pathologie, réversible, peut néanmoins évoluer en stéatohépatite (NASH, non-
alcoholic steatohepatitis), et dans des stades plus avancés, une fibrose puis une cirrhose 
peuvent apparaître, le dernier stade de la maladie hépatique étant le carcinome 
hépatocellulaire (Figure3). Ces pathologies sont regroupées sous le nom de pathologies 
hépatiques non alcooliques, ou NAFLD pour Non-Alcoholic Fatty Liver Diseases, et sont 
également associées à des taux plasmatiques élevés d’alanine aminotransférase (ALAT) ou 
d’aspartate aminotransférase (ASAT), des transaminases hépatiques qui sont des marqueurs de 
la dysfonction hépatique. 
Pour tenter d’expliquer l’évolution de la stéatose non alcoolique vers la NASH, Day et al 
avaient proposé en 1998 l’hypothèse des "two-hits" [Day, et al. 1998], selon laquelle la stéatose 
représente le 1
er
 "hit", en sensibilisant le foie à l’inflammation, et le deuxième "hit" est la 
promotion du stress oxydant par cette inflammation, qui est une caractéristique de la NASH. 
 
 




Figure 3. Evolution de la pathologie hépatique. 
Le foie stéatosé  présente d’importantes inclusions lipidiques dans les hépatocytes. Le foie fibrosé 
(NASH) présente une accumulation de matrice extracellulaire, et l’organisation intra-lobulaire est 
perturbée dans le foie cirrhosé. La stéatose représente le premier "hit" de la NAFLD, et le deuxième 
"hit" induit le développement de la fibrose [Day and James 1998]. Le pourcentage indiqué représente 
les personnes touchées dans la population générale, et celui entre parenthèses représente celui des 
personnes obèses (IMC>30), d’après [Buechler, et al. 2011]. 
 
Depuis, ce deuxième "hit" semble être une combinaison de plusieurs événements, 
environnementaux et génétiques, qui seront détaillés ici avant d’aborder le métabolisme 
hépatique et ses dysfonctions en condition d’insulino-résistance. 
 
 L’inflammation 
Les cytokines proinflammatoires telles que le TNFα, l’IL-12, l’IL-18 et l’interféron γ sont plus 
fortement exprimées dans le foie de patients ayant une stéatose, ce qui participe à 
l’inflammation du tissu, qui peut mener à l’activation des cellules stellaires [Pagadala, et al. 
2012], reconnue comme un élément du second "hit". 
 
 La lipotoxicité 
Le terme lipotoxicité regroupe les phénomènes de toxicité causés par des espèces 
lipidiques délétères pour le fonctionnement de la cellule. Le tissu adipeux est le seul tissu dont 
la fonction principale est le stockage des lipides. Or, en condition d’insulino-résistance, la 
lipolyse excessive de ce tissu entraîne une élévation des lipides circulants, qui sont alors stockés 
ectopiquement dans d’autres organes tels que le foie, les muscles squelettiques, le cœur, et le 
pancréas. L’augmentation de lipides intracellulaires dans le foie est liée à l’augmentation 
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d’intermédiaires délétères pouvant induire l’apparition de la NASH dans le foie stéatosé comme 
les céramides et les acylcarnitines. 
Les céramides sont capables d’activer les JNK et IκK, qui inactivent IRS-1 par 
phosphorylation de résidus sérines, et peuvent également activer les PKC atypiques qui 
inactivent Akt. Enfin, ils activent la protéine phosphatase 2A (PP2A) qui déphosphoryle Akt, 
empêchant sa translocation à la membrane plasmique [Stratford, et al. 2004], [Holland, et al. 
2008]. Les céramides dérivés d’acides gras saturés semblent être particulièrement délétères 
pour la signalisation insulinique. Bien qu’augmentés dans le foie de modèles animaux 
d’insulino-résistance, ils ne semblent pas jouer un rôle important dans la mise en place de 
l’insulino-résistance hépatique, certaines études animales et épidémiologiques ne retrouvant 
pas d’association entre les céramides hépatiques et l’insulino-résistance [Samuel, et al. 2012], 
[Jornayvaz, et al. 2012]. En revanche, leur présence dans les hépatocytes est associée à une 
production de TNFα et d’IL-6, ce qui induit une inflammation du foie, qui peut induire 
l’activation des cellules stellaires, et ainsi mener à une fibrose [Pagadala, et al. 2012]. 
L’afflux d’acides gras dans la mitochondrie et leur β-oxydation incomplète mènent à une 
augmentation des acylcarnitines (acylCN). Les acylCN peuvent quitter la mitochondrie et 
rejoindre la circulation sanguine. Le dosage des acylCN plasmatiques a permis de mettre en 
évidence qu’ils sont plus élevés chez les patients diabétiques [Adams, et al. 2009], [Huffman, et 
al. 2009]. Ces espèces lipidiques peuvent interagir avec les kinases JNK et IκK via l’activation de 
NFκB [Muoio, et al. 2008], mais aucune étude à ce jour n’a établi de lien entre les acylCN et la 
signalisation insulinique hépatique. La NASH étant associée avec une augmentation des acylCN 
intrahépatiques [Perez-Carreras, et al. 2003], cela laisse penser que les acylCN seraient des 
médiateurs du second "hit" menant au développement de la NASH. 
 
 La dysfonction mitochondriale 
Tout dysfonctionnement mitochondrial mène à un défaut de production d’énergie qui 
se traduit par un ratio ATP/ADP cellulaire diminué, et à l’accumulation d’espèces lipidiques 
délétères ainsi que de ROS. Suite à un afflux d’acides gras dans la cellule, lorsque l’oxydation 
des lipides surpasse la capacité du cycle de Krebs, l’oxydation des lipides est incomplète, et 
conduit à l’accumulation d’espèces lipidiques intermédiaires comme les acylCN. En situation de 
stéatose simple, la β-oxydation hépatique est augmentée en réponse à l’afflux d’acides gras (cf 
partie II.3 de ce chapitre). En revanche, lorsque la stéatose évolue en NASH, les mitochondries 
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présentent des lésions structurales. Une étude comparant la fonction mitochondriale hépatique 
de patients insulino-résistants ayant soit une stéatose soit une stéatohépatite, a montré que la 
β-oxydation et le stress oxydant sont augmentés dans les deux cas, mais qu’une altération des 
mitochondries n’est observée que chez les patients ayant une NASH [Sanyal, et al. 2001]. Par 
microscopie électronique, les auteurs ont observé que les mitochondries des patients ayant 
une NASH sont gonflées, arrondies, et possèdent des inclusions paracristallines 
intramitochondriales, avec une perte des crêtes. Une diminution de l’activité des quatre 
complexes de la chaîne respiratoire a été reportée dans le foie de patients ayant une NASH, et 
leur activité est corrélée négativement avec le TNFα circulant [Perez-Carreras, et al. 2003], 
23770462 [Koliaki, et al. 2013]. La dysfonction mitochondriale hépatique semble être un critère 
discriminant la stéatose de la NASH, faisant donc aussi partie du second "hit". 
 
 Le stress oxydant 
Le Stress oxydant est un phénomène intracellulaire médié par les ROS, et fait également 
partie des phénomènes participants au second "hit". La chaîne respiratoire de la mitochondrie 
génère des électrons qui, lorsqu’ils sont produits en trop grande quantité, sont dissipés et 
peuvent interagir avec l’oxygène et ainsi former l’anion superoxyde O2
•-
 puis l’H2O2, ou encore 
des radicaux HO
•
. Ces ROS, bien que nécessaires à certaines fonctions physiologiques, ont 
néanmoins un effet délétère pour la cellule en altérant l’ADN ou la structure des protéines et 
des lipides, lorsque leur production dépasse la capacité anti-oxydante de la cellule [Pessayre 
2007], [Levene, et al. 2012]. Une étude sur des rats nourris avec un régime déficient en choline 
montre une augmentation du stress oxydant dans le foie sévèrement stéatosé [Grattagliano, et 
al. 2008], état précédant la stéatohépatite. Le stress oxydant mène également à la formation de 
lipides peroxydés, qui génèrent des aldéhydes toxiques, tels que le malondialdéhyde et 
l’hydroxynonenal, qui altèrent les membranes des organelles et entraînent la mort cellulaire. 
Ces composés peuvent activer directement les cellules stellaires et recruter des cellules 
immunitaires dans le foie [Levene and Goldin 2012], phénomènes caractéristiques de la NASH. 
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2) Métabolisme glucidique du foie 
Le foie est capable de s’adapter rapidement aux variations de la glycémie. En condition 
post-prandiale, la régulation des processus de stockage du glucose dans le foie est 
majoritairement accomplie par l’insuline, dont la signalisation fait intervenir plusieurs acteurs 
intracellulaires, que sont, à court terme, des phosphatases, et à long terme, des facteurs de 
transcription et récepteurs nucléaires, mais ces processus sont aussi régulés de façon 
indépendante de l’insuline. En condition de jeûne, les processus de libération de glucose sont 
initiés par la libération du glucagon par le pancréas, mais l’expression et l’activation des 
enzymes impliquées dans ces processus de production de glucose sont également sous le 
contrôle d’autres régulateurs. 
 
A) L’entrée du glucose dans l’hépatocyte 
Les hépatocytes expriment de façon constitutive le transporteur GLUT-2, qui permet 
l’entrée passive du glucose en fonction du gradient de part et d’autre de la membrane 
plasmique. Ainsi, dès que la glycémie augmente, le glucose entre dans les hépatocytes. La 
glucokinase (GK) va phosphoryler, de façon irréversible, le glucose sur son sixième carbone 
après son entrée dans l’hépatocyte, et le Glucose-6-Phosphate (G6P) ne peut pas ressortir de 
façon passive. L’expression de la GK est sous le contrôle positif de l’insuline [Iynedjian, et al. 
1989] et de nombreux facteurs de transcription et récepteurs nucléaires dont SREBP-1c (Sterol 
Regulatory Element Binding Protein 1c), LXRα (Liver X Receptor α), PPARγ (Peroxisome 
Proliferator Activated Receptor γ), ou LRH1 (Liver Receptor Homolog 1)  [Kim, et al. 2009], 
[Oosterveer, et al. 2012]. Dans le muscle squelettique et le tissu adipeux, le glucose est 
phosphorylé par l’hexokinase II, qui est rétro-contrôlée par son produit le G6P, mais ce n’est 
pas le cas de la glucokinase dans le foie. La GCKR (GlucoKinase Regulatory Protein), en condition 
de jeûne, interagit avec la GK et la retient dans le noyau. En condition nourrie, l’augmentation 
du glucose et la signalisation insulinique ont pour effet de les dissocier, ce qui se traduit par la 
translocation de la GK dans le cytoplasme [Bechmann, et al. 2012] (Figure 4). C’est pourquoi 
l’entrée du glucose dans l’hépatocyte est passive : tant que la concentration en glucose est plus 
élevée dans la circulation que dans l’hépatocyte, il entrera dans l’hépatocyte et sera 
phosphorylé. Cette phosphorylation lui permet d’être pris en charge par les enzymes des 
différentes voies métaboliques qui sont mises en place dans la cellule hépatique. 
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Au niveau du foie, le glucose peut suivre plusieurs voies, que ce soit son utilisation pour 
la production d’énergie (glycolyse) ou de pentose-phosphates, son stockage (glycogénogenèse) 
en vue d’une libération ultérieure lorsque les réserves de l’organisme s’appauvrissent 
(glycogénolyse), ou encore sa conversion en lipides (lipogenèse de novo) (Figure 4). 
  
 
Figure 4. Entrée du glucose dans l’hépatocyte 
Le glucose entre dans les hépatocytes par le transporteur GLUT2. En condition de jeûne, la GCKR 
(glucokinase regulatory protein) interagit avec la glucokinase (GK) et la retient dans le noyau. En 
condition nourrie, l’augmentation du glucose et la signalisation insulinique ont pour effet de les 
dissocier, ce qui se traduit par la translocation de la GK dans le cytoplasme. La GK phosphoryle le glucose 
en glucose-6-phosphate, qui suivra la/les voies métaboliques activées dans l’hépatocyte.  
 
 
B) La production d’énergie à partir du glucose : la glycolyse 
Le glucose peut être oxydé par la majorité des organes pour générer des molécules de 
pyruvate et d’ATP. Après la formation de G6P dans le cytoplasme, la phosphoglucose-isomérase 
génère un Fructose-6-P (F-6-P), qui va devenir F-1,6-P après action de la phosphofructokinase 
(PFK). Ce F-1,6-P est alors scindé en deux molécules à 3 carbones : le G3P (3-phospho-
glycéraldéhyde) et le DHAP (dihydroxyacétone phosphate) qui est isomérisé en un autre G3P. 
Après une oxydation suivie d’une phosphorylation, chaque G3P devient un 1,3-
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diphosphoglycérate. Une molécule de 3-phosphoglycérate est générée par la phosphoglycérate 
kinase. Après déplacement de son groupement phosphate par la phosphoglycératemutase pour 
donner un 2-phosphoglycérate, le phosphoénol-pyruvate (PEP) est formé grâce à l’énolase. Ce 
sont ces deux molécules de PEP qui, après action de la pyruvate-kinase, donneront deux 
molécules de pyruvate (Figure 5). 
 
La suite de la glycolyse a lieu dans la mitochondrie, qui est considérée comme la 
centrale énergétique de la cellule car c’est le principal lieu de production d’ATP. Cette organite 
mesure entre 1 et 10 µm de long et possède deux membranes lipidiques, entre lesquelles on 
retrouve l’espace inter membranaire, et la membrane interne renferme la matrice 
mitochondriale. La membrane interne a une surface plus importante que la membrane externe, 
ce qui résulte en la présence de crêtes bien visibles en microscopie et c’est sur cette membrane 
qu’a lieu la chaîne respiratoire. 
Le pyruvate entre alors dans la mitochondrie, où il est oxydé et décarboxylé en acétyl-
coA par la pyruvate-déshydrogénase (PDH), et entre dans le cycle de Krebs. La citrate synthase 
produit un acide citrique par la condensation d’un oxalo-acétate (OAA) avec un acétyl-coA. Le 
cycle de Krebs fournit la majorité de l’énergie nécessaire à l’organisme. Pour une molécule 
d’acétyl-coA, le cycle de Krebs génère deux molécules de CO2, une molécule d’ATP, et des 
coenzymes réduits : trois NADH et un FADH2. Ces coenzymes réduits, après avoir été oxydés 
dans la chaîne respiratoire, permettent la formation d’ATP. La chaîne respiratoire est composée 
de cinq complexes protéiques, les complexes I à IV que vont emprunter les électrons issus des 
coenzymes réduits, en présence d’oxygène, et le complexe V qui est une ATP synthase. Par une 
succession d’oxydations phosphorylatives, les complexes I, II, et IV créent un gradient de 
protons dans la membrane mitochondriale interne. Lorsque ce gradient est élevé, les protons 
présents dans l’espace intermembranaire ne peuvent entrer dans la matrice mitochondriale 
que par le complexe V de la chaîne respiratoire, générant de l’ATP en phosphorylant l’ADP. 
Chaque molécule de NADH,H
+
 permet ainsi la génération de trois molécules d’ATP ; et un 
FADH2 de deux molécules d’ATP. Cependant,  les protons ont d’autres moyens de retourner 
dans la matrice mitochondriale, par un processus appelé fuite de protons, grâce aux protéines 
découplantes (UCP). Ces protéines permettent de transférer les protons dans la matrice, sans 
production d’ATP [Sluse, et al. 2006]. 
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Ce processus catabolique est contrôlé par la signalisation insulinique, qui, en 
déphosphorylant la PFK, la PK et la PDH, accélère la glycolyse, alors que le glucagon la ralentit 
en les phosphorylant. 
 
 
Figure 5. La glycolyse 
Après la formation de glucose-6-phosphate dans le cytoplasme, la phosphoglucose-isomérase génère un 
Fructose-6-P, qui va devenir, après une succession de réactions enzymatiques, une molécule de 
pyruvate. Il est alors transformé en acétyl-coA dans la mitochondrie par la pyruvate déshydrogénase 
(PDH), où il génère la formation d’ATP grâce au cycle de Krebs (CK) et à la chaîne respiratoire. G-3-P: 
glycéro-3-phosphate, DHAP: dihydroxyacétone phosphate, PEP: phosphoénol-pyruvate.  
 
 
C) L’utilisation du glucose pour le stockage d’énergie : La glycogénogenèse 
Cette réaction anabolique fait intervenir plusieurs enzymes qui vont synthétiser le 
glycogène. Le G6P, après action de la phosphoglucomutase, est transformé en glucose-1-
phosphate, qui est lui-même transformé en UDP (uridine diphosphate)-glucose grâce à l’UDP-
glucose-pyrophosphorylase qui utilise un UTP (uridine triphosphate) pour réaliser cette 
réaction. La glycogène synthase entre alors en jeu et va fixer l’UDP-glucose sur le groupement 
OH d’une tyrosine de la Glycogénine, protéine à l’origine de toute molécule de glycogène 
[Whelan 2009], ou sur le carbone 4 d’une chaîne de glycogène préexistante, formant ainsi une 
liaison glycosidique α-1,4. Cette dernière étape libère un UDP. La glycogène-synthase est 
considérée comme limitante pour ce processus de stockage. Le glycogène est un polymère 
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ramifié, et c’est la glycosyl-4,6-transférase qui permet la fixation de polymères de 7 à 10 unités 
en position 6 d’une unité glucose, formant ainsi une liaison glycosidique α-1,6. 
 
L’insuline active cette voie métabolique en activant la protéine phosphatase 1 qui va 
activer la glycogène synthase en la déphosphorylant. A l’inverse, ce processus est inhibé en 
condition de jeûne, de façon rapide, par le glucagon. La signalisation de son récepteur RCPG 
couplé à une adénylate cyclase mène à l’augmentation de  l’AMPc intracellulaire, qui conduit à 
l’activation de la PKA qui va phosphoryler, et donc inhiber la glycogène synthase. L’adrénaline, 
en se fixant sur son récepteur, peut elle aussi inhiber la glycogénogenèse en induisant une 
augmentation de la concentration intracellulaire d’AMPc. La glycogénogenèse est aussi régulée 
par des acteurs intracellulaires, comme les Glycogène Synthase Kinases (GSK). L’AMPK est aussi 
capable d’inhiber la Glycogène Synthase en la phosphorylant [Bultot, et al. 2012]. 
 
En condition de résistance à l'insuline, le foie va moins stocker le glucose sous forme de 
glycogène, ce qui été montré dans des modèles animaux de diabète induits par des régimes 
hypercaloriques [Muthulakshmi, et al. 2013], [Sundaresan, et al. 2012], qui présentent 
également une diminution de l’activité de la GK. Chez l’Homme, les patients diabétiques de 
type II synthétisent moins de glycogène que des sujets sains après un repas, lors d’un clamp 
hyperglycémique-hyperinsulinémique, ou après une charge orale de glucose [Krssak, et al. 
2004], et leur capacité de stockage est inversement corrélée à leur glycémie à jeun [Tomiyasu, 
et al. 2010]. 
 
D) L’utilisation des stocks de glucides : la glycogénolyse 
La glycogénolyse a lieu notamment via la signalisation du glucagon, qui mène à 
l’activation par phosphorylation de la glycogène-phosphorylase, première enzyme entrant en 
jeu dans ce processus. Elle agit sur les extrémités du glycogène, en phosphorylant une unité 
glucose à la fois, pour donner une molécule de glucose-1-phosphate qui est transformé en un 
G6P par la phosphoglucomutase. La G-6-Pase génère alors une molécule de glucose qui sera 
libéré dans la circulation, en sortant de l’hépatocyte par un transporteur GLUT2. Ce processus 
permet le maintien de la glycémie à un niveau physiologique, et évite ainsi une hypoglycémie. 
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De façon logique, l’insuline inhibe l’activité de la glycogène-phosphorylase, via l’action 
de phosphatases. L’expression de la G-6-Pase est induite lors d’un jeûne, notamment grâce à 
l’activation du coactivateur PGC1α (PPARγ coactivator 1α) [Yoon, et al. 2001]. En ce qui 
concerne la régulation de la sortie du glucose de l’hépatocyte,  l’activité de la G-6-Pase est 
régulée négativement notamment par l’AMPK qui inhibe son expression [Lochhead, et al. 
2000], et par les acides gras. En effet, les acyl-coA peuvent inhiber l’activité de la G-6-Pase dans 
le foie de rat, plus ou moins fortement selon la longueur de leur chaîne hydrocarbonée 
[Mithieux, et al. 1996]. 
 
E) La synthèse de glucose à partir de composés non glucidiques : la néoglucogenèse 
La néoglucogenèse n’a pas lieu uniquement dans le foie, elle prend aussi place dans les 
reins et l’intestin, néanmoins la majorité du glucose néoformé dans l’organisme provient du 
foie. Elle est très importante en condition de jeûne prolongé, lorsque les réserves en glycogène 
du foie ont été épuisées et que la glycémie est trop basse. Elle permet la production de glucose 
dans le cytoplasme à partir de composés non glucidiques, tels que des acides aminés, dits 
"acides aminés glucogéniques" apportés en grand nombre par la veine porte ; le pyruvate ou le 
lactate (qui proviennent majoritairement des muscles) ; le glycérol circulant (produit de la 
lipolyse du tissu adipeux) ou le propionate (provenant du catabolisme des acides gras à nombre 
impair de carbones). 
Prenons l’exemple du pyruvate. La pyruvate-carboxylase va produire un OAA, qui sera 
transformé en PEP grâce à la PEP CarboxyKinase (PEPCK). Puis plusieurs enzymes, 
principalement des phosphatases, vont produire les réactions inverses de celles décrites dans la 
glycolyse, pour obtenir une molécule de G6P. Après action de la G-6-Pase, le glucose sera libéré 
dans la circulation (Figure 6). 
 
 




Figure 6. La néoglucogenèse hépatique à partir du pyruvate. 
Le pyruvate est transformé en oxaloacétate, pris en charge par la PEPCK pour former une molécule de 
PEP. Plusieurs réactions enzymatiques (en pointillés) aboutissent à la formation d’un fructose-1,6-
biphosphate qui, après l’action de la F-1,6-biphosphatase et d’une isomérase, devient un glucose-6-




Ce processus est appréciable in vivo grâce au test de tolérance au pyruvate : lorsque l’on 
administre du pyruvate par injection intra péritonéale à des animaux à jeun, leur glycémie 
augmente, ce qui est le reflet de l’activité néoglucogénique du foie, puis la glycémie revient à sa 
valeur de départ, suite au captage du glucose néoformé par les organes.  
Ce processus est initié en période de jeûne prolongé par le glucagon et les 
glucocorticoïdes, qui vont, via la PKA, activer la fructose-1,6-biphosphatase. La PKA, en plus 
d’activer directement les enzymes impliquées dans la néoglucogenèse, active également le 
facteur de transcription CREBP (cAMP Response Element Binding Protein), qui va induire 
l’expression de la PEPCK, directement en se liant à son promoteur, ou indirectement, en 
induisant l’expression de PGC1α qui possède aussi un site de liaison dans le promoteur du gène 
de la PEPCK. PGC1α peut aussi avoir un effet indirect en agissant sur les récepteurs aux 
glucocorticoïdes, qui induisent eux–mêmes l’expression de la PEPCK [Herzig, et al. 2001]. Le 
facteur de transcription FOXO1 est également un inducteur de la néoglucogenèse car il possède 
lui aussi un site de liaison sur le promoteur du gène de la PEPCK et de la G-6-Pase. 
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En condition post-prandiale, cette voie est inhibée par l’insuline, qui inhibe l’expression 
de la PEPCK en excluant FOXO1 du noyau et en induisant sa dégradation par le protéasome 
[Matsuzaki, et al. 2003]. Le facteur de transcription SREBP-1c inhibe aussi la voie 
néoglucogénique, en empêchant HFN-4α (hepatic nuclear factor 4α) d’induire la transcription 
de PGC1α [Yamamoto, et al. 2004]. L’activation de l’AMPK inhibe également cette voie 
métabolique en agissant sur FOXO1, HFN-4a, et PGC1α, soit en les excluant du noyau, en 
induisant leur dégradation, ou encore en les redirigeant sur les promoteurs de gènes non 
néoglucogéniques [Canto, et al. 2010]. 
 
Longtemps considérée comme seul facteur limitant, l’activité de la PEPCK ne contrôle 
pas totalement le flux néoglucogénique dans le foie : il dépend aussi de la disponibilité des 
substrats. L’OAA, par exemple, est un produit de la β-oxydation des acides gras. Une 
augmentation de la β-oxydation dans l’hépatocyte va donc augmenter le flux néoglucogénique 
[Burgess, et al. 2007], et inversement, l’inhibition de la β-oxydation mitochondriale réprime la 
néoglucogenèse [Conti, et al. 2011]. 
 
La néoglucogenèse hépatique en condition d’insulino-résistance est activée de façon 
quasi-constante, car la PEPCK n’est plus inhibée par l’insuline, malgré l’hyperinsulinémie. De 
plus, l’augmentation des acides gras disponibles pour la β-oxydation génère de l’OAA, ce qui 
participe à l’augmentation de l’activité néoglucogénique du foie [Conti, et al. 2011]. Cela 
participe et aggrave l’hyperglycémie observée chez les patients insulino-résistants et 
diabétiques. 
 
L’implication des facteurs de transcription FOXO dans l’hyperglycémie associée au 
diabète de type II a été démontrée récemment : leur invalidation spécifiquement dans le foie a 
pour effet de diminuer la glycémie, aussi bien chez des souris normopondérales que dans le 
modèle db/db [Zhang, et al. 2012b], [Estall 2012]. 
Au niveau de la libération hépatique du glucose, des études menées sur des souris 
diabétiques ont montré une augmentation de l’activité G-6-Pase [Muthulakshmi and Saravanan 
2013], [Sundaresan, et al. 2012]. Cependant, chez l’Homme, ces effets ne sont pas aussi nets. 
Une étude menée sur des patients obèses et diabétiques [Belfiore, et al. 1989] n’a pas montré 
de différence d’activité de la G-6-Pase hépatique chez les patients diabétiques par rapport à des 
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patients contrôles, mais une augmentation de l’activité de la GK, qui reflète l’entrée du glucose 
dans les hépatocytes. Les auteurs suggéraient alors que l’hyperglycémie était plus liée à 
l’insulino-résistance périphérique qu’à une production non contrôlée du glucose par le foie 
[Belfiore, et al. 1974]. Cependant cette étude a été menée sur des biopsies après un jeûne sur 
la nuit, on ne peut donc pas exclure qu’en condition nourrie, l’activité de la G-6-Pase ne soit pas 
augmentée. 
L’idée d’inhiber la G-6-Pase pour traiter l’hyperglycémie a été émise, et dans le foie de 
rats, son inhibition redirige le glucose vers la glycogénogenèse [van Dijk, et al. 2001] et non pas 
vers la lipogenèse de novo. Ainsi, la G-6-Pase peut être une cible intéressante dans le 
traitement du diabète de type II. 
 
3) Métabolisme lipidique 
Après un repas, les lipides sont absorbés par les entérocytes et sont transportés dans la 
circulation sous la forme de chylomicrons. Ainsi, la lipidémie augmente en condition post-
prandiale, et diminue graduellement au fur et à mesure que les lipides sont pris en charge par 
les organes, principalement le tissu adipeux. La lipoprotéine lipase (LPL) est une enzyme 
présente à la surface des cellules endothéliales du tissu adipeux, du cœur, des muscles, et du 
foie, qui permet l’hydrolyse des TG en acides gras libres (AGL) qui peuvent alors entrer dans les 
cellules. En condition de jeûne, l’insulinémie diminue, et n’inhibe plus la lipolyse adipocytaire. 
Le tissu adipeux relargue donc des AGL, et le foie sécrète des VLDL, riches en TG, qui apportent 
l’énergie aux organes utilisateurs de lipides. 
En condition physiologique, le foie ne stocke pas de lipides à long terme : lorsqu’il en 
capte de la circulation ou qu’il en synthétise, c’est soit pour les oxyder soit pour les sécréter 
ultérieurement. 
 
La stéatose résulte d’une absorption accrue du glucose et des lipides circulants, d’une 
lipogenèse de novo exacerbée, couplée à une β-oxydation des lipides et une sécrétion de VLDL 
augmentées mais insuffisantes, aboutissant à une accumulation de lipides dans les 
hépatocytes. L’étude de Donnelly et al a montré que dans un foie stéatosé de patients insulino-
résistants, ces lipides proviennent en majorité des lipides circulants (60%), provenant de la 
lipolyse accrue dans les adipocytes en condition d’insulino-résistance, 30% proviendraient de la 
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lipogenèse de novo, et le reste des lipides serait apporté par un régime riche en graisses 
[Donnelly, et al. 2005]. 
Il est important de noter que chez le rongeur, une stéatose passagère peut aussi être 
observée à la suite d’un jeûne [Hashimoto, et al. 2000], [den Boer, et al. 2004], mais les 
mécanismes décrits dans ce manuscrit concernent uniquement la stéatose associée à l’obésité 
et à la résistance à l'insuline. 
 
A) L’entrée d’acides gras dans l’hépatocyte 
Contrairement au glucose, l’entrée des acides gras dans les hépatocytes n’est pas 
seulement le résultat d’un transport passif en fonction du gradient. Les acides gras circulant 
sous forme libre (AGL) ou dans les chylomicrons provenant de la veine porte peuvent être 
transportés dans l’hépatocyte par simple diffusion, ou par des transporteurs protéiques 
membranaires : FAT (Fatty Acid Transporter), FATP (Fatty Acid Transport Protein) et FABP (Fatty 
Acid Binding Protein) [Nguyen, et al. 2008]. 
Une fois dans l’hépatocyte, les acides gras à chaîne longue, de 14 atomes de carbone ou 
plus, sont pris en charge par la FABP ou par des acyl-coA synthétases associées à la membrane 
mitochondriale. Ceux qui sont liés à la FABP seront dirigés soit vers des organelles pour y être 
métabolisés (oxydés ou estérifiés et intégrés dans les VLDL), soit vers le noyau où ils 
interagiront avec des récepteurs nucléaires et facteurs de transcription. Les acides gras qui ne 
suivent aucune de ces voies seront intégrés dans les membranes sous forme de phospholipides 
[Nguyen, et al. 2008]. 
 
 Implication de FAT dans la NAFLD et le diabète de type II 
FAT est un récepteur "scavenger", ancré dans la membrane plasmique des hépatocytes 
par deux domaines transmembranaires, préférentiellement dans des radeaux lipidiques riches 
en cavéoline [Koonen, et al. 2011]. Bien que faiblement exprimé dans le foie en condition 
physiologique [Stahl, et al. 2001], son expression est augmentée dans le foie de souris obèses et 
résistantes à l'insuline [Memon, et al. 1999], [Koonen, et al. 2007] et de patients atteints de 
NAFLD [Greco, et al. 2008]. La surexpression de FAT par un adénovirus double la quantité de TG 
hépatiques [Koonen, et al. 2007], ce qui confirme un rôle critique de ce transporteur d’acides 
gras dans le développement de la stéatose. Son invalidation totale mène à une meilleure 
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tolérance au glucose et à l’insuline chez des souris nourries avec un régime normal, mais de 
façon surprenante, lorsque les souris FAT
-/-
 sont nourries avec un régime riche en fructose ou 
en lipides, elles présentent une plus forte stéatose et développent une insulino-résistance 
[Hajri, et al. 2002]. Une autre étude a montré que cette invalidation induit une insulino-
résistance hépatique sous régime normal, avec une accumulation de TG dans les hépatocytes 
[Goudriaan, et al. 2003], les auteurs proposant que l’afflux d’acides gras dans le foie serait le 
résultat d’une moindre incorporation des lipides circulants dans les muscles et le TA. 
 
B) La lipogenèse de novo et la synthèse de triglycérides 
La lipogenèse de novo (LDN) est le processus qui permet au foie de synthétiser des 
lipides à partir de composés non lipidiques dans le cytoplasme. Ces lipides seront 
majoritairement exportés dans la circulation sous la forme de VLDL. 
Le glucose transporté dans les hépatocytes après un repas est stocké sous forme de 
glycogène comme décrit précédemment, mais lorsque les hépatocytes sont saturés en 
glycogène, la GK n’étant pas rétrocontrolée par le G6P, si la concentration de glucose est plus 
importante dans le sang que dans l’hépatocyte, le glucose continue d’entrer dans l’hépatocyte, 
et le citrate généré lors de la glycolyse est redirigé vers la LDN [Postic, et al. 2008]. 
Le citrate est transformé en acétyl-coA par l’ATP-citrate lyase, puis en malonyl-coA par 
l’acétyl-coA carboxylase 1 (ACC1). Dans le cytoplasme, la Fatty Acid Synthase (FAS) crée un acyl-
coA, qui subit des réactions successives de condensations décarboxylatives dans le cycle de 
Wakil, pour aboutir à une molécule de palmitate. Cet acide gras saturé de 16 atomes de 
carbone pourra être modifié dans le RE, par ajout de groupements méthyles (élongations) grâce 
à des élongases (par exemple par l’Elovl6) et par ajout de double-liaisons (insaturations) grâce à 
des désaturases (par exemple par la SCD1), ce qui permet de fournir l’organisme avec une 
grande variété d’acides gras (Figure 7A). 
L’acide gras à longue chaîne formé, avant d’être exporté dans les autres organes, doit 
être intégré dans une VLDL sous forme de TG. Pour former un TG, la GPAT (glycérophosphate 
acyltransférase) va transférer un acide gras sur une molécule de glycérophosphate par 
estérification, pour donner un lysophosphatidate (1-acylglycérol 3-P). Un autre AG est ajouté 
par la lysophosphatidate acyltransferase, aussi appelée 1-acyl-glycérol-3-phosphate 
acyltransférase (AGPAT) pour donner un DG, puis un troisième AG est ajouté par la DG-
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acyltransférase (DGAT) pour aboutir à un TG. Ces processus d’estérification prennent place sur 
la face cytosolique des membranes microsomales (Figure 7B). 
 
 
Figure 7. La lipogenèse de novo et la synthèse de triglycérides. 
A: Le citrate issu de la glycolyse est transformé en acétyl-coA par l’ATP-citrate lyase (ACLY), puis en 
malonyl-coA par l’acétyl-coA carboxylase 1 (ACC1). La Fatty Acid Synthase (FAS) crée un acyl-coA, qui 
subit des réactions successives de condensations décarboxylatives dans le cycle de Wakil (en pointillé), 
pour aboutir à une molécule de palmitate. Le palmitate est élongué et désaturé dans le réticulum 
endoplasmique, par exemple par l’Elovl6 et la SCD1. B: Pour former un TG, la GPAT (glycérophosphate 
acyltransférase) transfère un acyl-coA sur une molécule de glycérophosphate (en bleu) par estérification 
et génère un monoglycéride (MG). Un autre acyl-coA est ajouté par la 1-acyl-glycérol-3-phosphate 
acyltransférase (AGPAT) pour donner un diglycéride (DG), puis un 3
e
 acyl-coA est ajouté par la DG-
acyltransférase (DGAT) pour aboutir à un triglycéride (TG).  
 
Le processus de LDN est finement régulé par des facteurs hormonaux et nutritionnels. 
 
a)  La régulation de la lipogenèse de novo par l’insuline et SREBP-1c 
Le principal régulateur de cette voie est l’insuline. Elle induit l’activité du promoteur de 
la FAS [Sul, et al. 2000], et ses effets sur la LDN sont en partie médiés par l’action du facteur de 
transcription SREBP-1c, qu’elle active en condition nourrie [Horton, et al. 1998]. Il fait partie de 
la famille des SREBP, dont 3 membres ont été décrits à ce jour : SREBP-1a et SREBP-1c, qui sont 
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codés par un même gène et sont le résultat d’un épissage alternatif, et SREBP-2, codé par un 
autre gène, qui possède une forte homologie avec les SREBP-1 [Hua, et al. 1995].  SREBP-1a 
induit principalement l’expression de gènes impliqués dans la synthèse du cholestérol et de 
lipides, et il est surtout exprimé dans l’intestin. SREBP-2 est lui aussi impliqué dans la synthèse 
de cholestérol, et est exprimé de façon ubiquitaire. SREBP-1c, lui, est spécialisé dans la 
régulation transcriptionelle de la LDN. Aussi bien chez l’Homme que chez la souris, c’est la 
forme majoritaire de SREBP-1 dans le tissu adipeux, les muscles et le foie. 
C’est un facteur de transcription, c'est-à-dire qu’après sa translocation dans le noyau, il 
se lie à des séquences d’ADN spécifiques situées dans le promoteur de séquences codantes, 
grâce à sa structure bHLH-LZ (basic helix-loop-helix leucine-zipper), et induit leur transcription. 
Dans le cas de SREBP-1c, ce sont les séquences SRE-1 (Sterol Responsive Elements), d’une 
dizaine de paires de bases, qui sont situées dans le promoteur de gènes impliqués 
principalement dans la LDN, dont l’ATP-citrate lyase, la FAS, l’ACC, la SCD1, l’Elovl6, et la GPAT 
[Horton, et al. 2002], [Postic and Girard 2008].  
La particularité des SREBPs est que leurs précurseurs sont liés à la membrane du RE. Le 
précurseur de SREBP-1c doit donc être transporté jusqu’à la membrane de l’appareil de Golgi 
où il est clivé, pour accéder au noyau. Comme son nom l’indique, SREBP-1c est aussi régulé par 
les stérols, et plus précisément par leur absence. Lorsque leur concentration intracellulaire 
chute, les protéines de rétention insig1 et 2 (insulin induced genes), qui retiennent SREBP-1c 
dans la membrane du RE, sont ubiquitinées et adressées vers le protéasome [Sever, et al. 2003] 
où elles seront dégradées, permettant le transfert de SREBP-1c vers la membrane du Golgi 
grâce à la protéine cargo SCAP (SREBP Cleavage-Activating Protein). L’insuline induit le transfert 
de SREBP-1c vers le Golgi en diminuant l’affinité d’Insig2 pour SCAP. Les protéases S1P et S2P 
(site-1 ou 2-protéase) clivent alors l’extrémité N-terminale du précurseur, et la forme mature 
de SREBP-1c migre dans le noyau [Rawson 2003] (Figure 8). 
SREBP-1c promeut aussi la LDN de façon indirecte : il active les promoteurs de gènes 
impliqués dans la glycolyse [Foufelle, et al. 2005], [Foretz, et al. 1999], permettant ainsi à la 
cellule d’être fournie en substrats nécessaires à la LDN. 
 




Figure 8. Activation par l’insuline et effets transcriptionnels de SREBP-1c dans le foie. 
D’après [Foufelle, et al. 2005]. L’insuline permet la dissociation de SCAP et de la protéine de rétention 
Insig-2a, ce qui induit la migration de SREBP-1c dans l’appareil de Golgi. SREBP-1c est clivé par les 
protéases S1P et S2P, et sa partie N-terminale entre dans le noyau, où l’expression des gènes impliqués 
dans la lipogenèse de novo, mais aussi dans la glycolyse, est stimulée. SCAP: SREBP Cleavage-Activating 
Protein, Insig : Insulin induced gene, S1P: site 1 protease. 
 
En condition physiologique, lors d’un jeûne, le glucagon peut inhiber SREBP-1c par 
l’intermédiaire de l’AMPc : la PKA peut phosphoryler la partie N-terminale de SREBP-1c, ce qui 
va atténuer sa capacité à s’activer. L’activation de l’AMPK peut directement phosphoryler sa 
sérine 372, ce qui empêche son clivage par les protéines S1P et S2P et sa libération de la 
membrane du Golgi [Li, et al. 2011b], [Yuan, et al. 2010]. En condition de jeûne, FOXO peut 
également réprimer l’activation de SREBP-1c et ainsi inhiber la lipogenèse, ce qui a pour 
conséquence une redirection des substrats vers la production de glucose plutôt que vers celle 
de lipides [Bechmann, et al. 2012]. 
 
En condition de stéatose et de résistance à l'insuline, l’expression et la translocation de 
SREBP-1c est augmentée dans le foie, et 30% des lipides présents dans les hépatocytes 
proviennent de ce processus [Donnelly, et al. 2005]. Ainsi, sur un foie insulino-résistant, 
l’insuline ne parvient plus à bloquer les processus producteurs de glucose, mais elle semble 
conserver ses effets sur la LDN, qui est toujours sur-activée. A ce paradoxe apparent, plusieurs 
explications possibles coexistent, comme l’hypothèse d’une insulino-résistance sélective, qui 
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sera développée dans la partie III de ce chapitre, ou alors la possibilité que l’expression des 
enzymes de la LDN soit induite par des voies indépendantes de l’insuline. 
Par exemple, il a été montré qu’une activation du récepteur au TNFα par infusion de 
TNFα est capable d’induire la transcription de SREBP-1c, ceci faisant le lien entre la stéatose et 
l’inflammation de bas grade observée en condition d’obésité et de résistance à l'insuline [Endo, 
et al. 2007]. 
 
Une autre régulation de SREBP-1c en condition de résistance à l’insuline, largement 
documentée aujourd’hui, est celle du stress du RE. 
 
 Le stress du réticulum endoplasmique, un activateur de la lipogenèse de novo 
Le stress du RE est un phénomène physiologique vital pour la plupart des cellules de 
l’organisme, et plus particulièrement pour les cellules sécrétrices, qui sont capables de produire 
une grande quantité de protéines en réponse à un stimulus, comme les cellules β du pancréas, 
ou les hépatocytes [Fu, et al. 2012]. Le stress du RE a lieu lorsque la demande en protéines est 
accrue et dépasse la capacité du réticulum endoplasmique : une synthèse excessive de 
protéines mène à un plus grand nombre de protéines mal repliées, ce qui déclenche l’activation 
de la réponse UPR (Unfolded Protein Response), qui met en place divers processus destinés à 
rétablir l’homéostasie du RE. Le foie étant un organe sécréteur majeur de l’organisme 
(sécrétion des acides biliaires, des VLDL, des protéines plasmatiques et facteurs de 
coagulation), la réponse UPR est régulièrement activée de façon physiologique dans 
l’hépatocyte, et permet un retour à la normale du fonctionnement du réticulum 
endoplasmique. 
Plusieurs protéines de la membrane RE sont impliquées dans cette réponse : PERK, IRE1 
et ATF6 [Ron, et al. 2007], [Cnop, et al. 2012], [Flamment, et al. 2012]. En condition normale, 
ces trois protéines sont inactives et retenues dans la membrane du RE grâce à l’action de la 
protéine chaperonne BiP (Binding immunoglobulin Protein, ou HSP70). Lorsque les protéines 
mal repliées sont trop nombreuses dans la lumière du réticulum endoplasmique, cette 
chaperonne va interagir avec elles, et ainsi libérer PERK, IRE1 et ATF6, qui sont alors activées 
(Figure 9). 
L’activation de la kinase PERK (PKR-like ER-localized eIF2α Kinase) résulte de sa 
dimérisation et de son autophosphorylation. Cela mène à la phosphorylation du facteur 
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d’initiation eIF2α (eukaryotic initiation factor 2α), ce qui le rend inactif, et qui mène au freinage 
de la traduction protéique globale dans la cellule ; et à l’activation du facteur de transcription 
ATF4 (activating transcription factot 4), ce qui induit l’expression de gènes codant impliqués 
dans la synthèse de transporteurs d’acides aminés et dans la réponse anti-oxydante [Flamment, 
et al. 2012]. L’endoribonucléase IRE1 (inositol-requiring 1) est elle aussi activée par 
dimérisation et autophosphorylation. L’une de ses cibles est le facteur de transcription XBP1s, 
qu’elle active : cela induit l’expression de gènes codant pour des chaperonnes et des protéines 
impliquées dans la dégradation protéique associée au réticulum (ERAD, ER-Associated 
Degradation), ce qui permet de limiter le nombre de protéines mal repliées. ATF6 est lui-même 
un facteur de transcription. Il est activé après son clivage protéolytique par S1P et S2P dans le 
Golgi, et son domaine N-terminal entre dans le noyau où il active la transcription de gènes 
semblables à ceux étant sous le contrôle d’XBP1s [Flamment, et al. 2012]. 
 
 Stress du RE, stéatose et insulino-résistance 
Le précurseur de SREBP-1c étant présent dans la membrane du réticulum 
endoplasmique et lié à la protéine BiP, une activation du stress du RE va induire son activation, 
et donc l’expression des gènes impliqués dans la LDN (Figure 9). 
 
Le stress du RE est activé en condition de résistance à l'insuline : 
- Il existe plusieurs facteurs pouvant induire un stress du RE en condition de résistance à 
l’insuline : les acides gras, principalement les acides gras saturés [Wei, et al. 2006], [Achard, et 
al. 2012], en s’intégrant dans la membrane du réticulum endoplasmique, diminuent sa fluidité, 
et peuvent induire ce stress. 
- Une augmentation de l’activité de la voie de biosynthèse des héxosamines peut induire 
un stress du RE dans des hépatocytes [Sage, et al. 2010]. Les auteurs de cette étude proposent 
que l’hyperglycémie mène à une sur-activation de cette voie de biosynthèse dans le foie, et 
donc à une augmentation de son produit, l’UDP-GlcNAc, qui peut interférer avec la N-
glycosylation des protéines dans le RE, menant à une activation de la réponse UPR.  
 




Figure 9. La réponse UPR et l’activation de SREBP-1c. 
D’après [Flamment, et al. 2012]. PERK, IRE1 et ATF6 sont liés à la chaperonne BiP, qui les libère 
lorsqu’elle se lie aux protéines mal repliées trop nombreuses lors d’un stress du RE. PERK et IRE1 se 
dimérisent et s’autophosphorylent. Une fois activé, PERK active eIF2α qui freine la traduction protéique, 
et active le facteur de transcription ATF4, qui induit une réponse anti-oxydante. IRE1 active le facteur de 
transcription XBP1 qui induit l’expression de chaperonnes et de protéines de l’ERAD (ER-associated 
degradation). ATF6 migre dans le Golgi où il est clivé par les protéases S1P et S2P (flèche en pointillés), 
et induit l’expression des gènes de chaperonnes et de membres de l’ERAD également. SREBP-1c est 
également retenu dans la membrane de RE par BiP, et il est clivé dans le Golgi par S1P et S2P.  
 
 
Le stress du réticulum endoplasmique peut induire une résistance à l'insuline : 
Le stress du RE peut mener à une l’apparition de la stéatose et de l’insulino-résistance: 
une activation chronique de la réponse UPR peut induire une activation chronique de SREBP-1c, 
indépendamment de l’état nutritionnel, de l’insulinémie ou des autres facteurs de régulation 
connus de SREBP-1c. Cela mène à une induction de la LDN, et le stress du RE ayant aussi pour 
conséquence une diminution de la sécrétion de VLDL par la dégradation et l’inhibition de la 
synthèse d’apolipoprotéine B100 via PERK [Flamment, et al. 2012], il en résulte une 
accumulation de lipides dans les hépatocytes, menant à une stéatose. Le rôle potentiel du 
stress du RE dans l’apparition de la résistance à l'insuline a été démontré par plusieurs études 
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in vivo. La délétion d’XBP1 spécifiquement dans le foie mène à une réduction de la LDN [Lee, et 
al. 2008], et une inactivation d’eIF2α réduit la stéatose et l’hyperglycémie d’animaux nourris 
avec un régime riche en lipides [Oyadomari, et al. 2008]. De même, le traitement d’animaux 
résistants à l’insuline avec des chaperonnes rétablit leur glycémie et leur sensibilité à l’insuline 
[Ozcan, et al. 2006]. Il est donc possible, en manipulant le stress du RE, de limiter 
l’accumulation de lipides dans le foie. 
Les mécanismes par lesquels une insulino-résistance peut être provoquée par le stress 
du RE sont multiples [Flamment, et al. 2012]. Tout d’abord, les gènes régulés par les facteurs de 
transcription impliqués dans la réponse UPR peuvent coder pour des enzymes de la 
néoglucogenèse et de la lipogenèse, participant ainsi à la mise en place d’une hyperglycémie et 
d’une stéatose. Ensuite, en bloquant la sécrétion de VLDL, le stress du RE participe à 
l’accumulation de lipides dans l’hépatocyte, ce qui peut entraîner un phénomène de 
lipotoxicité. Une activation des kinases de stress telles que JNK et IκK est rendue possible par la 
voie d’IRE1 [Hotamisligil 2005], ce qui peut mener à une altération du message insulinique en 
phosphorylant IRS-1 sur des résidus sérine, bien que la part des JNK activées par IRE1 ne semble 
pas être prépondérante dans leurs effets sur la sensibilité à l’insuline. Le facteur de 
transcription ATF4 induit l’expression de TRB3 (tribbles-related protein 3), qui semble inhiber la 
phosphorylation d’Akt par l’insuline dans le foie, bien que ces résultats aient été contestés dans 
une étude utilisant des hépatocytes primaires [Flamment, et al. 2012]. 
Un déséquilibre calcique dans le réticulum endoplasmique peut induire un stress du RE 
et une résistance à l’insuline. Le calcium est nécessaire au bon fonctionnement des protéines 
chaperonnes dans le réticulum endoplasmique, et SERCA (SarcoEndoplasmic Reticulum Calcium 
transport ATPase) permet de maintenir une homéostasie calcique dans le réticulum 
endoplasmique. Hotamisligil et ses collaborateurs ont récemment étudié le lipidome et le 
protéome de réticulums endoplasmiques provenant de foies de souris normales et de souris 
ob/ob, et ont montré que l’homéostasie calcique joue un rôle dans le stress du RE [Fu, et al. 
2011]. Ils ont tout d’abord observé que dans les RE des souris ob/ob, la synthèse de protéines 
était diminuée, mais que la transcription de gènes impliqués dans la LDN était activée, 
confirmant un déplacement de la synthèse protéique vers la synthèse et le métabolisme des 
lipides. Les microsomes issus des souris ob/ob ont une capacité de transport de calcium plus 
faible que ceux des souris ob/+, alors que la protéine SERCA y est plus représentée, suggérant 
une altération de sa fonction due au stress du RE. Le rétablissement du transport de calcium 
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dans le réticulum endoplasmique in vivo mène à une atténuation du stress du RE et à la 
diminution de l’expression de gènes impliqués dans la lipogenèse et la néoglucogenèse, 
résultant en une diminution de la stéatose et de l’hyperglycémie, et à une amélioration de la 
sensibilité à l’insuline. Dans cette étude, les mêmes résultats ont été obtenus chez des souris 
rendues insulino-résistantes par un régime hyperlipidique, soulignant l’importance de 
l’homéostasie calcique dans le stress du réticulum endoplasmique, et la résistance à l’insuline 
qu’il peut engendrer. Plus récemment, un groupe français a confirmé l’importance des flux de 
calcium dans la sensibilité à l’insuline, en montrant qu’un défaut du flux de calcium entre le RE 
et la mitochondrie, induit par l’invalidation d’une chaperonne mitochondriale, la cyclophiline D, 
mène à un stress du RE, à une augmentation des TG hépatiques et à une insulino-résistance 
hépatique in vivo et in vitro [Rieusset, et al. 2012]. 
 
Au-delà de la résistance à l’insuline, une activation chronique du stress du RE peut 
également mener à une induction de la mort cellulaire, car les voies de signalisation de PERK, 
IRE1 et ATF6 sont interconnectées avec les voies de signalisation de l’apoptose [Ron and Walter 
2007]. 
 
L’invalidation de SREBP-1c induit une diminution de moitié seulement de l’expression 
des gènes de la LDN dans le foie de souris [Liang, et al. 2002], ce qui sous-entend que d’autres 
facteurs sont capables de réguler ce processus. 
 
b) La régulation de la lipogenèse de novo par le glucose et ChREBP 
Parmi les autres régulateurs de la LDN, on retrouve ChREBP (Carbohydrate-Responsive 
Element-Binding Protein). Comme SREBP-1c, c’est un facteur de transcription à motif bHLH-LZ, 
qui lui permet de se fixer aux promoteurs de ses gènes cibles qui contiennent un "carbohydrate 
responsive element" (ChoRE). Ces  éléments sont retrouvés par deux, séparés par quelques 
paires de bases, ce qui fait que ChREBP, à la différence de SREBP-1c, doit être hétérodimérisé 
avec un autre facteur de transcription à motif bHLH-LZ, pour pouvoir induire l’expression de ses 
gènes cibles. Le facteur de transcription MLX (max-like protein) lui permet d’induire une grande 
partie de ses gènes-cibles [Ma, et al. 2006]. 
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ChREBP est activé par l’augmentation du glucose intracellulaire [Yamashita, et al. 2001] 
et possède des gènes cibles en commun avec SREBP-1c en ce qui concerne la LDN : ACC, FAS, 
SCD1, Elovl6. Il est lui aussi capable d’activer la transcription de gènes impliqués dans la 
glycolyse, comme la pyruvate kinase [Poupeau, et al. 2011]. La GPAT possède un site de liaison 
de ChREBP sur son promoteur. Cependant, l’invalidation de ChREBP n’a pas d’effet sur la 
transcription de la GPAT [Cha, et al. 2007], ce qui suggère que son expression est plus régulée 
par SREBP-1c, donc que la synthèse de TG serait plus régulée par l’insuline que par le glucose. 
L’activation de l’AMPK, en phosphorylant la sérine 568 de ChREBP, empêche sa liaison à l’ADN 
[Kawaguchi, et al. 2002] et inhibe ainsi la LDN. 
 
En condition d’insulino-résistance et de diabète de type II, la glycémie à jeun étant 
élevée, le glucose entrant dans les hépatocytes active ChREBP de façon non régulée. En effet, 
ChREBP est plus abondant dans le noyau des hépatocytes de souris ob/ob que des souris ob/+, 
et participe à l’installation de leur résistance à l’insuline [Dentin, et al. 2006]. Une diminution de 
l’expression de ChREBP par ARN interférant permet de diminuer de moitié la stéatose 
hépatique de ces animaux [Dentin, et al. 2006]ce qui en fait une cible intéressante dans le 
traitement de la stéatose, d’autant plus que cette inhibition de l’expression de ChREBP a aussi 
pour effet de diminuer la concentration intracellulaire de malonyl-coA, composé qui sera décrit 
plus tard comme un inhibiteur du catabolisme des lipides. 
 
c) La régulation de la lipogenèse de novo par d’autres acteurs intracellulaires 
 Les Liver X Receptors (LXR) 
Les récepteurs nucléaires LXRα et LXRβ sont d’autres acteurs importants dans la 
régulation de la LDN puisqu’ils régulent l’expression des gènes de la FAS, d’ACC et de la SCD1 
[Schultz, et al. 2000] de façon directe, ou indirecte en induisant l’expression de SREBP-1c [Repa, 
et al. 2000] et de ChREBP [Cha and Repa 2007]. Ce sont des récepteurs nucléaires qui 
s’hétérodimérisent avec un RXR (retinoid X receptor) pour exercer leurs effets. En l’absence de 
ligand, ils répriment la transcription de leurs gènes cibles en faisant intervenir des 
corépresseurs, alors qu’en présence d’un ligand, ces mêmes hétérodimères vont induire 
l’expression de leurs gènes cibles en recrutant des coactivateurs. Ils peuvent également "trans-
réprimer" l’expression de gènes suite à l’activation par un ligand [Li, et al. 2004]. Leurs ligands 
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sont divers, incluant les acides gras et les hydroxy-cholestérols [Lehmann, et al. 1997], le 
glucose et le G6P [Mitro, et al. 2007]. 
L’activation pharmacologique des LXR, que ce soit chez des souris minces ou ob/ob 
[Grefhorst, et al. 2005b],  induit une stéatose, mais ne modifie pas la sensibilité à l’insuline. 
 
 Les Peroxisome Proliferator Activated Receptors (PPAR) 
Les PPARs, d’abord décrits comme des régulateurs de la β-oxydation, peuvent aussi 
réguler la LDN [Latruffe, et al. 1997]. Ces récepteurs nucléaires sont actifs sous forme 
d’homodimères PPAR-RXR. Tout comme les dimères LXR-RXR, les dimères PPAR-RXR activent 
ou répriment la transcription de leurs gènes cibles en faisant intervenir des co-activateurs ou 
des co-represseurs, selon que leur ligand est présent ou pas [Li and Glass 2004]. Ils 
reconnaissent les séquences PPRE (PPAR Response Elements) dans les promoteurs de leurs 
gènes-cibles. La forme la plus représentée dans le foie est PPARα, qui promeut la β-oxydation 
des lipides, tandis que la forme PPARγ a pour gènes cibles l’ACC, la FAS, SREBP-1c [Nguyen, et 
al. 2008], la GPAT et aussi la FATP (Fatty Acid Transport Protein), ainsi que LXR [Nguyen, et al. 
2008]. PPARγ est surtout exprimé dans les adipocytes, où il promeut l’adipogenèse, et son 
expression dans le foie est très faible en condition physiologique. Cependant, l’expression de 
PPARγ est induite dans le foie de patients [Pettinelli, et al. 2011] et de souris diabétiques 
[Bedoucha, et al. 2001], [Memon, et al. 2000]. Dans les modèles murins d’insulino-résistance 
ob/ob et db/db, l’expression de PPARα est également augmentée dans le foie, mais dans une 
moindre mesure que PPARγ [Memon, et al. 2000], la faible augmentation de la β-oxydation qui 
en résulterait ne suffirait donc pas à empêcher le développement d’une stéatose. 
L’implication de PPARγ dans les NAFLD est controversée car, bien que les foies stéatosés 
le sur-expriment [Pettinelli and Videla 2011], le traitement de patients ayant une stéatose  avec 
des thiazolidinediones, qui sont des agonistes de PPARγ, mène à une réduction de la stéatose 
[Ratziu, et al. 2008], [Ratziu, et al. 2010].  Afin de déterminer l’implication du PPARγ hépatique, 
une étude a évalué les effets d’une délétion spécifique de PPARγ dans le foie de souris nourries 
avec un régime hyperlipidique [Moran-Salvador, et al. 2011]. Ces souris sont plus tolérantes au 
glucose, et l’expression de la plupart des enzymes de la LDN est diminuée dans leurs 
hépatocytes, conférant un rôle non négligeable à ce récepteur nucléaire dans le 
développement de la stéatose. 
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 Le Fanesoid X Receptor (FXR) 
Le FXR, récepteur des acides biliaires, contrôle également la LDN. Son activité est 
augmentée par l’AMPc in vitro et in vivo [Teodoro, et al. 2011], et il régule négativement la 
LDN, en réprimant l’expression de SREBP-1 et de la SCD1 dans le foie [Teodoro, et al. 2011]. 
Les patients ayant une stéatose expriment moins le FXR (en ARN et en protéine) dans le 
foie, en fonction de la sévérité de la stéatose [Yang, et al. 2010]. De plus, la diminution de FXR 
est corrélée à l’augmentation de l’expression de SREBP-1c. Comme expliqué précédemment, 
l’effet des acides biliaires sur le métabolisme glucidique est encore controversé, mais des rats 
obèses Zucker fa/fa traités avec un agoniste de FXR, l’acide 6-éthyl-chénodésoxycholique, sont 
protégés contre l’obésité, la résistance à l’insuline et la stéatose [Cipriani, et al. 2010], ce qui 
confère au FXR un rôle dans le métabolisme énergétique du foie. 
 
 L’AMP-activated protein Kinase (AMPK) 
Au niveau des enzymes impliquées dans la LDN, la phosphorylation d’ACC1 par l’AMPK a 
un effet inhibiteur sur la LDN. ACC1 a un rôle majeur dans la LDN : l’invalidation spécifique 
d’ACC1 dans le foie entraîne une diminution de la LDN stimulée par l’insuline, menant à une 
diminution de 40% des lipides hépatiques et de 70% du malonyl-coA [Mao, et al. 2006]. En 
revanche, l’invalidation de la FAS dans le foie n’a pas le même effet : l’augmentation des taux 
de malonyl-coA qui en résulte inhibe la β-oxydation, et ce modèle d’invalidation présente une 
stéatose accentuée [Chakravarthy, et al. 2005]. Cela montre l’importance et la spécificité des 
enzymes de chaque étape de la lipogenèse dans les autres réactions cataboliques et 
anaboliques qui ont lieu dans le foie, et souligne les précautions qu’il faut prendre lorsque l’on 
souhaite inhiber l’activité d’une enzyme d’une voie métabolique. 
Au niveau de la synthèse des TG, la GPAT est inhibée par l’AMPK, qui va acheminer les 
nouveaux acides gras vers la β-oxydation plutôt que vers la synthèse de TG. 
 
C) La sécrétion des lipides : les VLDL 
Les lipides, pour être secrétés par le foie, doivent être conditionnés dans les VLDL. Ces 
lipoprotéines sont composées de 55% de TG, 18% de phospholipodes, 12% d’EC, 7% de 
cholestérol et de 8% de protéines (Apolipoprotéines (Apo) B, ApoC et ApoE), et cette 
composition varie au fur et à mesure qu’elles sont prises en charge par les lipases plasmatiques. 
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Dans l’hépatocyte, ce processus est permis par la synthèse de l’ApoB100, qui est prise 
en charge par la protéine chaperonne MTP (microsomal TG transfer protein) dans le RE, et mise 
en contact avec les lipides, au cours de son élongation [White, et al. 1998] (Figure 10). Après 
leur passage dans le Golgi, les VLDL sont glycosylées, puis sécrétées à partir de vésicules 
sécrétoires, dans les sinusoïdes du foie pour rejoindre la circulation [Sparks, et al. 2012]. 
 
 
Figure 10. Formation d’une VLDL. 
D’après [White, et al. 1998]. L’apolipoprotéine B100, au cours de son élongation dans le réticulum 
endoplasmique, est prise en charge par la chaperonne MTP (microsomal TG transfer protein), et mise en 
contact avec les lipides, formant une VLDL qui sera sécrétée dans les sinusoïdes.  
 
La disponibilité des acides gras est un facteur limitant du taux de production de VLDL 
[Zhang, et al. 2004], mais ce n’est pas le seul. L’expression de la MTP est sous le contrôle de 
FOXO1 et l’effet inhibiteur de l’insuline sur la production de VLDL passe par l’inactivation de 
FOXO1, qui ne peut plus être transloqué dans le noyau [Kamagate, et al. 2008b]. Chez la souris, 
l’invalidation ou l’inhibition de la MTP mène à un arrêt de la production de VLDL, et à 
l’accumulation de lipides dans les hépatocytes [Liao, et al. 2003], ce qui confère à la MTP un 
rôle important dans la régulation de la production et la sécrétion de VLDL. 
Il semble que la capacité de sécrétion de VLDL soit également liée à la capacité de 
lipogenèse de novo [Nguyen, et al. 2008] : chez les espèces dont le foie n’est pas spécialisé dans 
la lipogenèse, comme le porc ou le bétail, la sécrétion de VLDL est très faible, alors que chez les 
volailles, le foie est le principal site de lipogenèse, et on y observe un fort taux de sécrétion de 
VLDL. Pour les rongeurs, la lipogenèse ayant lieu à la fois dans le foie et dans le tissu adipeux, le 
taux de sécrétion de VLDL est intermédiaire. En condition pathologique, une augmentation de 
la LDN peut induire la sécrétion de VLDL, mais pas dans tous les cas : une LDN induite par 
l’inhibition de la G-6-Pase n’a pas d’effet sur la production de VLDL [Bandsma, et al. 2001], alors 
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qu’une LDN induite par un régime riche en fructose induit une augmentation de la sécrétion de 
VLDL [Avramoglu, et al. 2003]. Pourtant, les acides gras conditionnés dans les VLDL proviennent 
préférentiellement des NEFAs plasmatiques plutôt que de ceux formés par la LDN, ce qui 
indique que le lien entre la LDN et la production de VLDL se situe probablement au niveau de 
leurs régulateurs communs. 
 
En condition de résistance à l’insuline, la sécrétion de VLDL par le foie est augmentée 
[Kamagate, et al. 2008a] car l’insuline ne peut plus l’inhiber [Sparks, et al. 2012]. On observe 
également une augmentation de la stabilité de l’ApoB, tous ces événements menant à une 
sécrétion excessive de VLDL, se traduisant par une hypertriglycéridémie [Kamagate and Dong 
2008a]. Chez les patients diabétiques de type II, l’étude d’Adiels et al montre que cette sur-
production de VLDL est associée à l’hyperglycémie, et les auteurs proposent que le glucose 
entrant en excès dans les hépatocytes est dirigé vers la lipogenèse de novo, fournissant ainsi les 
VLDL en TG [Adiels, et al. 2005]. 
 
D) La production d’énergie à partir de lipides : la β-oxydation 
Le foie n’est pas le lieu principal de création d’énergie à partir d’acides gras, comparé 
aux muscles, mais il est capable de les oxyder, surtout en condition de jeûne. En condition 
nourrie ou lors d’un jeûne de courte durée, les produits de la β-oxydation sont dirigés vers le 
cycle de Krebs puis vers la chaîne respiratoire, qui génère de l’ATP, alors qu’en condition de 
jeûne prolongé ils seront dirigés vers la cétogenèse, qui génère des corps cétoniques. 
La β-oxydation hépatique des acides gras a lieu soit dans les peroxysomes, soit dans les 
mitochondries, selon la nature des acides gras considérés [Nguyen, et al. 2008]. Les acides gras 
à très longues chaînes (VLCFA, Very Long Chain Fatty Acids) possédant 20 atomes de carbones 
et plus, ou branchés, ne peuvent être oxydés que dans les peroxysomes, alors que les acides 
gras long et médium, de 10 à 20 atomes de carbones, peuvent être oxydés aussi bien dans les 
peroxysomes que dans les mitochondries. Dans les deux cas, les acides gras doivent être 
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 La β-oxydation peroxysomale 
Le peroxysome est un organite présent dans toutes les cellules nucléées de l’organisme, 
possédant une membrane lipidique, riche en enzymes, qui est spécialisé dans l’oxydation 
aérobie. Les peroxysomes ont une taille de 0,2 à 1 µm, ils sont particulièrement abondants dans 
les hépatocytes, et leur nombre peut changer car ils sont capables de s’auto-répliquer.  
L’entrée des VLCFA-coA dans le peroxysome se fait grâce à une carnitine acyltransférase 
peroxysomale.  La première étape d’oxydation est catalysée par l’acyl-coA oxydase et les autres 
enzymes clé de cette β-oxydation sont une enzyme bifonctionelle, comprenant une activité 
enoyl-coA hydratase et une activité 3-hydroxylacyl-coA-déshydrogénase, et une beta-
kethiolase. La β-oxydation peroxysomale n’est pas couplée à la production d’ATP : l’énergie 
produite est convertie en chaleur. La β-oxydation peroxysomale génère des molécules d’H202 
qui sont prises en charge et dégradées directement par la catalase. 
 
La β-oxydation peroxysomale est induite par certains traitements hypolipidémiques, 
mais aussi par un régime hyperlipidique chez le rat [Horie, et al. 1981], ce qui indique que le 
peroxysome peut s’adapter à une affluence d’acides gras dans l’hépatocyte. PPARα induit 
l’expression de gènes codant pour les enzymes impliquées dans la β-oxydation peroxysomale 
[Chamouton, et al. 2012] et les acides gras étant des ligands naturels de PPARα, cela peut 
expliquer l’induction de cette β-oxydation sous régime hyperlipidique. 
 
 La β-oxydation mitochondriale 
La β-oxydation a lieu dans la matrice mitochondriale, ainsi que le cycle de Krebs. Les 
enzymes impliquées dans la β-oxydation mitochondriale sont distinctes de celles présentes 
dans le peroxysome. Lorsqu’un acyl-coA entre en contact avec la CPT1a (ou L-CPT1) à la surface 
de la membrane mitochondriale externe, il est transformé en acyl-carnitine, qui peut alors 
entrer dans l’espace inter membranaire. Il existe deux autres isoformes de CPT1, la CPT1b et la 
CPT1c, qui ne sont pas ou très peu exprimées dans le foie. L’acyl-carnitine est alors transporté 
dans la matrice mitochondriale par le transporteur CACT (carnitine-acylcarnitine transferase), 
où il est retransformé en acyl-coA. Il va alors subir des cycles d’oxydation (4 réactions par cycle) 
au cours desquels il va perdre 2 carbones, chaque cycle générant une molécule d’acétyl-coA 
(Figure 11). 
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Les acétyl-coA générés vont alors entrer soit dans le cycle de Krebs, où ils seront 
complètement oxydés, générant des coenzymes, qui, une fois passés par la chaîne respiratoire, 
génèrent des molécules d’ATP (cf partie II.2.B de ce chapitre), soit dans la voie de la cétogenèse 
en condition de jeûne prolongé. Les acétyl-coA peuvent également entrer dans la voie de la 
lipogenèse de novo, comme décrit précédemment. 
 
La régulation de la β-oxydation mitochondriale se fait principalement par la régulation 
de l’activité de la CPT1a, considérée comme l’enzyme limitante de ce processus. Elle est inhibée 
par le malonyl-coA synthétisé par l’ACC2. 
En condition de jeûne, l’AMPK est activée suite à une diminution du ratio ATP/AMP, et 
phosphoryle l’ACC2, ce qui diminue les taux intracellulaires de malonyl-coA, et permet 
l’induction de la β-oxydation [Davies, et al. 1992], [Velasco, et al. 1997]. De plus, l’AMPK induit 
la dégradation du malonyl-coA en activant la malonyl-coA décarboxylase [Saha, et al. 2003]. Les 
facteurs circulants qui sont capables d’activer l’AMPK vont naturellement induire la β-oxydation 
hépatique, comme l’adiponectine par exemple [Shehzad, et al. 2012], 12368907 [Yamauchi, et 
al. 2002]. 
 
Dans l’hépatocyte, le malonyl-coA est synthétisé par l’ACC1 et l’ACC2, mais les deux 
pools de malonyl-coA semblent être bien distincts dans l’hépatocyte. En effet, l’invalidation 
d’ACC2 entraîne une augmentation de la β-oxydation sans pour autant modifier le taux de 
malonyl-coA total dans les hépatocytes des souris invalidées [Abu-Elheiga, et al. 2003]. Ce 
modèle de compartimentation est consolidé par le fait qu’une forte augmentation de la 
malonyl-coA décarboxylase dans le cytoplasme n’a qu’un faible effet sur la β-oxydation dans 
des hépatocytes isolés [An, et al. 2004], suggérant que le pool cytoplasmique de malonyl-coA 
formé par l’ACC1 n’a pas accès à la CPT1, mitochondriale. 
Le malonyl-coA est également un intermédiaire de la lipogenèse de novo, et il semble 
que le pool synthétisé par l’ACC1 serait destiné à cette lipogenèse, alors que celui synthétisé 
par l’ACC2 est disponible et peut donc inhiber la CPT1a [Abu-Elheiga, et al. 2005]. Bien que 
codées par deux gènes distincts, ces deux enzymes possèdent une forte homologie au niveau 
de leurs sites de phosphorylation, il est donc probable qu’elles soient régulées de la même 
façon, ce qui permet à la cellule d’éviter l’activation simultanée de la synthèse et de l’oxydation 
des acides gras. Ce modèle a été proposé par McGarry en 1977 [McGarry, et al. 1977] et est 
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considéré comme la réciproque du cycle de Randle [Randle, et al. 1963] qui, lui, concerne 
l’inhibition de l’oxydation du glucose par les lipides, notamment via une inhibition de la 
pyruvate déshydrogénase (PDH) et de la PFK [Hue, et al. 2009]. 
 
Figure 11. Oxydation des lipides dans l’hépatocyte. 
Dans le peroxysome, l’entrée des acyl-coA à très longue chaîne (VLCFA-coA) se fait grâce à la carnitine 
acyltransférase peroxysomale. L’acyl-coA oxydase (1) génère un énoyl-coA, pris en charge par une énoyl-
coA hydratase (2) qui génère un 3-hydroxyacyl-coA. Une molécule de 3-cétoacyl-coA est produite après 
l’action d’une 3-hydroxyacyl-coA déshydrogénase (3), puis la céthiolase (4) génère un acyl-coA, réduit de 
deux carbones, qui subit les mêmes réactions, et un acétyl-coA qui est transformé en acétyl-carnitine. 
Cet acétyl-carnitine peut entrer dans la mitochondrie pour générer de l’énergie en entrant dans le cycle 
de Krebs puis dans la chaîne respiratoire. Les acyl-coA possédant moins de 20 carbones entrent dans la 
mitochondrie par la CPT1a après être passés par l’état "acyl-carnitine" grâce à la CPT1a, et arrivent dans 
la matrice mitochondriale. L’acyl-coA déshydrogénase (5) génère un énoyl-coA, qui est transformé par 
l’énoyl-coA oxydase (6) en un 3-hydroxyacyl-coA. L’hydroxyacyl-coA déshydrogénase (7) génère un 3-
cétoacyl-coA. La céthiolase (8) génère alors un acyl-coA réduit de deux carbones, et un acétyl-coA, qui 
entre dans le cycle de Krebs puis dans la chaîne respiratoire où l’ATP est formée. L’acétyl-coA est 
également le substrat de la cétogenèse en condition de jeûne prolongé. 
 
 
PPARα régule la β-oxydation mitochondriale, en induisant l’expression de l’acyl-coA-
déshydrogénase [Gulick, et al. 1994]. Il induit également l’expression d’un ensemble de gènes 
impliqués dans le transport et le catabolisme des acides gras (FAT, FABP, CPT1), que ce soit 
pour la β-oxydation mitochondriale ou peroxysomale. 
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Le catabolisme des lipides dans le foie est modifié en condition de résistance à l'insuline. 
Nous avons vu que l’arrivée de lipides dans l’hépatocyte induit la β-oxydation peroxysomale et 
mitochondriale, et cela a été confirmé par une étude comparant des sujets minces avec des 
obèses insulino-résistants, mesurant de façon directe la β-oxydation hépatique, qui est doublée 
chez les obèses, et associée à l’HOMA-IR [Iozzo, et al. 2010]. Cependant, suite à une exposition 
chronique à un excès de lipides, l’augmentation de la β-oxydation ne suffit pas à limiter le 
stockage de lipides, des phénomènes de lipotoxicité et de stress oxydant peuvent alors se 
mettre en place, et la dysfonction mitochondriale qui y est associée peut mener à l’évolution de 
la stéatose vers la NASH, comme décrit précédemment. 
 
Il a été montré qu’une augmentation de la capacité oxydative du foie par la 
surexpression de la CPT1a permet non seulement de diminuer la stéatose de souris nourries 
avec un régime hyperllipidique ou db/db, mais aussi de freiner leur prise de poids, et 
d’empêcher le développement de l’hyperglycémie et de l’hyperinsulinémie [Orellana-Gavalda, 
et al. 2011]. L’augmentation de la β-oxydation des lipides par le foie est donc considérée 
comme une cible potentielle dans le traitement de l’insulino-résistance induite par un régime 
gras. Il faut cependant rester prudent lorsque l’on augmente la β-oxydation car, d’une part cela 
augmente l’approvisionnement en substrats de la néoglucogenèse, et d’autre part une 
augmentation des espèces lipidiques intermédiaires de la β-oxydation, qui sont délétères, peut 
avoir lieu, et interférer avec la voie insulinique. Inversement, l’inhibition pharmacologique de 
CPT1a mène à une augmentation des TG hépatiques [Conti, et al. 2011]. Une étude cinétique a 
montré qu’après 8 semaines de régime gras, l’expression de gènes impliqués dans la β-
oxydation n’est pas augmentée dans le foie de souris, mais qu’elle l’est après 16 semaines 
[Sunny, et al. 2010]. 
 
 La mitochondriogenèse 
La quantité de mitochondries va évidemment avoir un impact sur la capacité oxydative 
d’une cellule. La mitochondriogenèse est le processus par lequel de nouvelles mitochondries 
sont formées. La régulation de la mitochondriogenèse fait intervenir l’expression de nombreux 
gènes, appartenant au génome nucléaire mais aussi au génome mitochondrial [Scarpulla, et al. 
2012]. L’expression de ces gènes est régulée par des facteurs et cofacteurs de transcription 
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comme PPARα, LXR, PGC1β, CREB, … Le facteur de transcription PGC1α est souvent cité comme 
régulateur clé de la mitochondriogenèse, et sa régulation transcriptionelle est aussi induite par 
CREB [Than, et al. 2011]. 
Dans le muscle, l’exercice augmente la mitochondriogenèse via l’activation de l’AMPK, 
et dans le foie, l’AMPK est aussi impliquée dans ce processus. Ceci a été montré grâce à un 
modèle murin de délétion des sous-unités catalytiques de l’AMPK, spécifiquement dans le foie, 
chez qui les hépatocytes contiennent moins de mitochondries, ce qui conduit à une moindre 
capacité oxydative, et à l’accumulation de lipides dans le foie [Viollet, et al. 2009]. 
 
E) La cétogenèse 
La particularité de la β-oxydation hépatique est qu’elle permet la production de corps 
cétoniques à partir de l’acétyl-coA. En effet lors d’un jeûne prolongé, le cycle de Krebs est 
ralenti car son substrat, l’OAA, est consommé par la néoglucogenèse. Lorsque les ressources de 
glucose (glycogène) de l’organisme ont été épuisées, les corps cétoniques sont la seule source 
d’énergie utilisable par le cerveau, dont le cycle de Krebs est toujours actif à jeun. Le foie est 
également capable de cétogenèse à partir d’acides aminés dits cétogéniques. 
Parmi les corps cétoniques, on retrouve l’acétoacétate, le beta-hydroxybutyrate, et 
l’acétone. Les enzymes impliquées dans la cétogenèse sont associées à la mitochondrie. Deux 
molécules d’acétyl-coA sont prises en charge par la Thiolase et génèrent une molécule 
d’acétoacétyl-coA. La HMG-coA Synthase permet la formation d’un HMG-coA qui, après l’action 
de la HMG-coA Lyase, est transformé en un acétoacétate, le premier corps cétonique de la 
cétogenèse. Cet acétoacétate peut être transformé en acétone ou en β-hydroxybutyrate (βHB), 
selon qu’il est décarboxylé ou déshydrogéné (Figure 12). 
Ce processus génère cinq fois moins d’ATP que la β-oxydation mitochondriale si l’on 
considère une molécule de palmitate, mais permet la conversion d’acides gras en molécules 
hydrosolubles, et donc une redistribution rapide et efficace d’énergie dans l’organisme, sans 
nécessiter des protéines de transport, ce qui est un avantage par rapport au transport des 
acides gras.  La cétogenèse permet également d’épargner le glucose pour les cellules qui sont 
exclusivement dépendantes du glucose, et de limiter la protéolyse musculaire qui a lieu 
pendant un jeûne. Une fois dans les cellules nerveuses, les corps cétoniques vont être oxydés 
via le processus de cétolyse : la thiophorase convertit un acétoacétate en acétoacétyl-coA, qui 
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va subir la β-oxydation, puis le cycle de Krebs et la chaîne respiratoire génèrent de l’énergie 




Figure 12. La cétogenèse hépatique 
Deux molécules d’acétyl-coA sont prises en charge par la Thiolase et génèrent une molécule 
d’acétoacétyl-coA. La HMG-coA Synthase génère un β-hydroxy-β-méthylglutaryl-coA (HMG-coA) qui, 
après l’action de la HMG-coA Lyase est transformé en acétoacétate. Cet acétoacétate peut être 
transformé en acétone ou en β-hydroxybutyrate (βHB), selon qu’il est décarboxylé, ou pris en charge 
par la βHB-déshydrogénase. 
 
 
La disponibilité des acides gras est le premier facteur limitant de la cétogenèse, et ils 
proviennent en grande partie du tissu adipeux, où la lipolyse est activée lors d’un jeûne. 
La cétogenèse est activée par le glucagon de façon indirecte par l’activation de la CPT1a, 
et cet effet est inhibé par l’insuline [Harano, et al. 1982]. Les corps cétoniques exercent un 
rétrocontrôle sur leur propre synthèse, en induisant la sécrétion d’insuline [Boden, et al. 1999], 
qui va à la fois inhiber cette voie dans l’hépatocyte, et limiter la lipolyse du tissu adipeux.  
Elle est également régulée de façon directe par la HMG-coA-synthase. Cette enzyme est 
inactive lorsqu’elle est succinylée, et le glucagon participe à son activation en diminuant la 
concentration intracellulaire de succinyl-coA [Quant, et al. 1990]. Son expression est elle aussi 
régulée, par le glucagon et certains acides gras via PPARα. En effet le récepteur nucléaire 
PPARα peut se fixer sur le promoteur de la HMG-coA-synthase qui possède un motif PPRE 
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(PPAR Response Elements). La HMGcoA-Synthase elle-même, suite à sa palmitoylation, peut 
interagir directement avec PPARα, induisant ainsi sa propre expression [Kostiuk, et al. 2010]. 
La lipogenèse de novo inhibe la cétogenèse, par compétition pour l’acétyl-coA, leur 
substrat commun. Ces deux voies métaboliques s’inhibent donc mutuellement, d’autant que la 
lipogenèse de novo produit du malonyl-coA, qui peut inhiber la CPT1a, l’enzyme limitante de la 
β-oxydation, précédent la cétogenèse. 
 
En ce qui concerne la cétogenèse en condition de résistance à l’insuline, l’étude de 
Sunny et al [Sunny, et al. 2010] a montré qu’après 16 semaines de régime contenant 60% de 
lipides, la cétogenèse à jeun est augmentée, et c’est une caractéristique du diabète de type II. 
 
III) Le paradoxe de l’insulino-résistance hépatique 
En condition de résistance à l'insuline, les effets de l’insuline sont donc abolis en ce qui 
concerne le métabolisme glucidique, alors que la lipogenèse de novo n’est pas diminuée, bien 
au contraire. Ce paradoxe apparent suscite énormément d’intérêt, et plusieurs hypothèses ont 
été avancées afin de tenter de l’expliquer. 
Tout d’abord l’hypothèse d’une insulino-résistance sélective au sein de l’hépatocyte a 
été proposée par Brown et Goldstein [Brown, et al. 2008] : la signalisation insulinique serait 
altérée au niveau d’effecteurs impliqués dans le métabolisme glucidique, mais pas au niveau 
d’effecteurs impliqués dans la lipogenèse de novo, en évoquant notamment mTORC, FOXO1 et 
les PKCλ/ζ [Brown and Goldstein 2008], [Hijmans, et al. 2013], [Li, et al. 2010], [Taniguchi, et al. 
2006]. Une hypothèse proposant IRS-1 comme régulateur des effets de l’insuline sur le 
métabolisme lipidique et IRS-2 du métabolisme glucidique, pouvait expliquer la sélectivité de la 
résistance à l’insuline [Haeusler, et al. 2008]. Cependant, des études d’invalidation d’IRS1 et 
IRS2 dans le foie ont montré qu’ils sont tous les deux impliqués dans ces deux processus 
[Kubota, et al. 2008], [Dong, et al. 2008].  
L’hypothèse d’une insulino-résistance sélective au sein de l’acinus a été avancée par 
Hijmans et al [Hijmans, et al. 2013], proposant l’implication de la zonation hépatique dans 
l’hétérogénéité de la résistance à l’insuline hépatique. L’afflux excessif d’acides gras provenant 
de la lipolyse du tissu adipeux résistant à l’insuline toucherait en premier lieu les hépatocytes 
périportaux, sur le principe du "first pass", où leurs métabolites délétères, comme les 
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céramides ou les acylCN, induiraient une résistance à l’insuline. Dans ces hépatocytes, 
spécialisés dans la néoglucogenèse, la production de glucose n’est donc plus inhibée par 
l’insuline, ce qui a pour conséquence une élévation de la glycémie. L’hyperinsulinémie qui 
s’ensuit induit donc la lipogenèse de novo dans les hépatocytes péricentraux, qui eux, moins 
exposés aux acides gras, auraient conservé une sensibilité à l’insuline. Selon Hijmans, cela 
expliquerait pourquoi l’accumulation de lipides dans le foie débute dans la zone péricentrale en 
condition de résistance à l’insuline chez les souris ob/ob ou nourries avec un régime gras. 
Une autre explication à l’activation de la lipogenèse de novo en condition d’insulino-
résistance est celle d’une activation des facteurs de transcription lipogéniques 
indépendamment de l’insuline, comme le stress du RE pour SREBP-1c, ou l’hyperglycémie pour 
ChREBP, dont les rôles dans la lipogenèse de novo ont été détaillés dans la partie II.3.B de ce 
chapitre. 
 
IV) La place du foie stéatosé dans le diabète de type II : cause ou conséquence ? 
L’association stéatose/obésité-insulino-résistance ne fait plus aucun doute [Cortez-
Pinto, et al. 1999a]. La stéatose est d’ailleurs considérée comme la manifestation hépatique du 
syndrome métabolique, mais il est toujours difficile de déterminer quelle pathologie induit 
l’autre, certaines études animales rapportent même que la stéatose ne serait pas associée à 
l’insulino-résistance, et pourrait même l’améliorer. 
Ce paragraphe regroupe ces différentes études pour tenter d’y voir plus clair. 
 
1) La stéatose : conséquence de l’insulino-résistance 
Nous avons vu que le stockage de lipides dans le foie est le résultat d’une augmentation 
des acides gras plasmatiques, d’une augmentation de la lipogenèse de novo (en réponse à, ou 
indépendamment de l’hyperinsulinémie), et d’une β-oxydation insuffisante pour les cataboliser. 
En condition de résistance à l’insuline, le tissu adipeux relargue des acides gras de façon 
excessive, qui se retrouvent dans les muscles, le pancréas, le myocarde, et le foie, ce qui est un 
élément suggérant que l’insulino-résistance peut induire une stéatose. 
Le stade prédiabétique consiste en une glycémie maintenue à une valeur physiologique, 
malgré une insulino-résistance, grâce à l’hyperinsulinémie. Ainsi, si l’on considère que la 
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résistance à l’insuline hépatique est sélective, l’insuline secrétée peut induire de façon 
excessive la lipogenèse de novo, qui participe à la mise en place d’une stéatose. Une étude 
cinétique des effets d’un régime riche en lipides et en cholestérol sur des souris [Stanton, et al. 
2011] a montré que l’inflammation du foie se déclare après celle du tissu adipeux, on peut donc 
supposer que la résistance à l’insuline du foie serait elle aussi secondaire à celle du tissu 
adipeux. 
 
2) La stéatose : protection contre l’insulino-résistance 
Le stockage de lipides dans les organes autres que le tissu adipeux aboutit souvent à un 
phénomène de lipotoxicité, entraînant leur dysfonctionnement. Cependant deux théories 
proposent de considérer l’accumulation de TG dans le foie comme une protection du reste de 
l’organisme, ou du foie. 
 
 Accumuler les acides gras sous forme de TG pour préserver la fonction cellulaire de 
l’hépatocyte 
Selon cette théorie, la stéatose est un phénomène d’adaptation du foie, qui, face à un 
stress induit par une augmentation de lipides délétères (diacyl-glycérol (DAG), AGL, acylCN), 
répondrait en redirigeant ces lipides lipotoxiques vers la synthèse de TG qui, stockés dans les 
vacuoles de façon stable, sont inoffensifs pour la cellule [Grattagliano, et al. 2012]. Cela a été 
illustré par la diminution de l’expression de la DGAT2 dans un modèle murin de NASH qui, en 
limitant la transformation de DAG en TG, diminue la stéatose mais augmente les dommages 
cellulaires par une augmentation d’AGL et de lipides péroxydés [Yamaguchi, et al. 2007]. 
Pour ce qui est de la sensibilité à l’insuline, on observe, dans un modèle de souris 
surexprimant une CPT1a insensible au malonyl-coA, une meilleure sensibilité à l’insuline globale 
et hépatique, sans aucun effet sur les TG hépatiques, mais avec une réduction des céramides, 
des DAG et des AGL [Monsenego, et al. 2012], en accord avec un rôle inoffensif des TG en 
comparaison avec les DAG et autres espèces lipidiques délétères. 
Une étude menée chez des patients atteints de NASH montre une corrélation positive 
de l’expression hépatique de ChREBP avec le degré de stéatose, mais inverse avec la sévérité de 
l’insulino-résistance [Benhamed, et al. 2012]. Cette étude montre que la surexpression de 
ChREBP entraîne une augmentation de la lipogenèse de novo et l’apparition d’une stéatose 
Introduction – Chapitre II : Le foie 
66 
 
chez des souris nourries avec un régime standard, mais que la sensibilité à l’insuline du foie 
n’est pas altérée. De plus, les souris nourries avec un régime hyperlipidique qui surexpriment 
ChREBP ont une glycémie et une insulinémie diminuées, et une meilleure sensibilité hépatique 
à l’insuline, malgré une stéatose exacerbée. Cette étude montre également que la 
surexpression de ChREBP induit l’expression de gènes de la lipogenèse de novo, y compris la 
désaturase SCD1 et l’élongase Elovl6, ce qui résulte en une augmentation des acides gras 
mono-insaturés aux dépends des lipides saturés. Cela signifie que les acides gras accumulés 
dans le foie de ces souris ne sont pas forcément délétères pour la signalisation insulinique. 
 
 Accumuler les lipides pour protéger le reste de l’organisme 
Cette théorie propose que le stockage de lipides dans le foie empêche leur stockage 
dans les muscles et autres organes, et de ce fait, les protègerait d’un stockage ectopique 
délétère, et donc de l’insulino-résistance. 
Par exemple, la diminution de l’expression de CGI-58 [Brown, et al. 2010], une co-lipase 
de l’ATGL (Adipose TG Lipase), chez des souris nourries avec un régime gras, a pour effet 
d’empêcher la prise de poids et de masse grasse, l’hyper-insulinémie et l’hyperglycémie 
induites par le régime gras. De façon surprenante, les foies sont stéatosés, et le taux de DAG y 
est augmenté. Cela suggérait que la quantité totale de DAG intracellulaires ne serait pas aussi 
importante que leur localisation subcellulaire, en ce qui concerne leurs effets sur la 
signalisation insulinique. Dans ce modèle, cela a récemment été confirmé, puisque le même 
groupe de recherche a mis en évidence que le régime gras a pour effet d’augmenter la quantité 
de DAG dans les membranes, ce qui mène à une activation de la PKCε, alors que la diminution 
de CGI-58 a pour effet de rediriger les DAG vers les vacuoles lipidiques [Cantley, et al. 2013]. 
Cette "mise à l’écart" des DAG de la membrane plasmique, où l’activation de la PKCε bloquerait 
la signalisation insulinique, est une hypothèse séduisante pour expliquer la préservation de la 
sensibilité à l’insuline malgré une forte accumulation de TG et de DAG dans le foie de ces souris. 
 
Une des données épidémiologiques disponibles les plus convaincantes à ce sujet est 
l’association d’un SNP dans le gène de la PNPLA3 (patatin-like phospholipase domain-
containing protein 3) avec la stéatose et une augmentation de la sévérité de la stéatohépatite, 
fibrose et cirrhose, mais pas avec l’insulino-résistance, la dyslipidémie ou l’inflammation. Au 
contraire, ce SNP est associé à un moindre risque de développer un diabète de type II et une 
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hypertension [Speliotes, et al. 2010], ce qui ferait de la stéatose un facteur protecteur envers 
l’insulino-résistance. L’invalidation de la PNPLA3 ne provoque pas de stéatose chez la souris 
[Basantani, et al. 2011], [Chen, et al. 2010], mais la surexpression d’un allèle associé au risque 
de NAFLD, oui [He, et al. 2010]. Une recherche d’effets de la présence de cet allèle sur la 
sensibilité à l’insuline de ces animaux permettrait de confirmer cet effet "protecteur" de la 
stéatose associée à ce SNP. 
 
L’utilisation "préférentielle" des substrats énergétiques pour la lipogenèse de novo 
plutôt que pour la néoglucogenèse fait partie des arguments qui peuvent expliquer le rôle 
protecteur de la stéatose. 
L’invalidation de l’histone déacétylase 3 (HDAC3) spécifiquement dans le foie [Sun, et al. 
2012] entraîne le développement d’une stéatose, par l’augmentation de l’expression de gènes 
impliqués dans la lipogenèse de novo et dans la séquestration de lipides dans les vacuoles. 
Malgré une accumulation de DAG, les souris sont hypoglycémiques et présentent une 
hypersensibilité à l’insuline. Dans ce cas, l’augmentation de la lipogenèse monopolisant les 
substrats énergétiques, le flux néoglucogénique serait ralenti. En résulterait une moins forte 
production endogène de glucose par le foie, évitant ainsi l’hyperglycémie. Une autre étude va 
aussi dans le sens d’une "privation" de la néoglucogenèse, en montrant que des souris 
invalidées pour le gène de PPARα, régulateur du catabolisme lipidique, qui ont une stéatose 
aggravée sous régime hyperlipidique [Kersten, et al. 1999], présentent une hypoglycémie et 
une sensibilité à l’insuline augmentée, par une diminution de la néoglucogenèse. Dans ce 
modèle, la diminution de la β-oxydation se traduit certes par l’apparition d’une stéatose, mais 
aussi par une diminution de substrats néoglucogéniques, protégeant donc l’organisme d’une 
hyperglycémie.  
D’autres modèles animaux renforcent l’idée qu’une accumulation de TG dans le foie 
peut améliorer la sensibilité à l’insuline de l’organisme, comme la surexpression de ChREBP 
dans le foie de souris [Benhamed, et al. 2012], l’invalidation de la FAS [Chakravarthy, et al. 
2005], d’Elovl6 [Matsuzaka, et al. 2007], de la CPT1a [Nyman, et al. 2011], de la PEPCK [Gomez-
Valades, et al. 2008] ou encore de la G-6-Pase [Mutel, et al. 2011]. 
 
Le concept de "lipoexpediency", proposé par Lodhi en 2011, est un autre exemple d’un 
effet bénéfique de la lipogenèse de novo sur la sensibilité à l’insuline. C’est le concept inverse 
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de la lipotoxicité, qui consiste à considérer la lipogenèse de novo comme productrice d’espèces 
lipidiques bénéfiques. Cela peut être des lipokines qui améliorent la sensibilité à l’insuline, ou 
des lipides qui peuvent diminuer la prise alimentaire et activer les voies d’utilisation des lipides 
[Lodhi, et al. 2011], et ce phénomène est applicable au foie. En effet, la FAS y génère le 
palmitate qui est intégré dans une molécule de 1-palmitoyl-2-oléoyl-sn-glycérol-3-
phosphocholine (16:0/18:1-GPC), qui est un ligand de PPARα [Chakravarthy, et al. 2009], et 
active donc le catabolisme des lipides. Dans d’autres types cellulaires, la présence de la FAS est 
nécessaire à l’activation de PPARα, ce qui montre que la lipogenèse de novo est essentielle pour 
le déclenchement du catabolisme lipidique. 
 
 
Ainsi, que ce soit en redirigeant les espèces lipidiques délétères vers des compartiments 
subcellulaires, en privilégiant la synthèse de TG, ou encore en utilisant les substrats pour la 
lipogenèse de novo plutôt que pour la néoglucogenèse, le développement d’une stéatose peut 
améliorer la sensibilité à l’insuline, ce qui nous pousse à repenser le lien entre stéatose, 
résistance et diabète de type II. Ce lien a d’ailleurs été remis en cause à la suite d’études qui, au 
lieu de montrer une association positive ou négative entre la stéatose et l’insulino-résistance, 
ont montré une dissociation totale entre ces deux pathologies. 
 
3) La stéatose : dissociable de l’insulino-résistance. 
L’idée d’une dissociation entre la stéatose et l’insulino-résistance émerge de plusieurs 
considérations [Sun, et al. 2013]: 
Premièrement, la lipotoxicité altérant les premiers acteurs de la signalisation insulinique 
(le récepteur à l’insuline, IRS-1, Akt) est en opposition avec la théorie de la résistance à 
l'insuline sélective proposée par Brown et Goldstein [Brown and Goldstein 2008], qui agirait sur 
le métabolisme glucidique uniquement, via FOXO1, considéré comme un point de bifurcation 
dans la signalisation insulinique. Ensuite, de nombreuses études épidémiologiques menées sur 
la stéatose hépatique ont révélé que, bien que l’accumulation de graisse intrahépatique soit 
inversement corrélée à la sensibilité à l’insuline, des individus présentant un même degré de 
stéatose pouvaient avoir une sensibilité à l’insuline extrêmement variable [Stefan, et al. 2008], 
et qu’aucun variant génétique n’a été associé avec la stéatose et la résistance à l'insuline à la 
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fois [Agius 2013]. De plus, la réversion de l’insulino-résistance dans des modèles animaux [Sun 
and Lazar 2013], [Mao, et al. 2006] et lors d’études cliniques [Lonardo, et al. 2011] n’est pas 
toujours associée à une diminution de la stéatose, et vice-versa [Wendel, et al. 2010]. 
De nombreux modèles animaux d’invalidation ou de surexpression de gènes impliqués 
dans le métabolisme énergétique mettent en évidence une claire dissociation entre la stéatose 
et l’insulino-résistance. Ces études concernent les gènes codant pour le récepteur à l’insuline 
[Biddinger, et al. 2008], l’ACC1 [Mao, et al. 2006], la GPAT1 [Wendel, et al. 2010], la MTP 
[Minehira, et al. 2008], l’ATGL [Turpin, et al. 2011], 21465509 [Wu, et al. 2011], la CPT1a 
[Nyman, et al. 2011], la PEPCK [Gomez-Valades, et al. 2008], et la G-6-Pase [Mutel, et al. 2011]. 
Par exemple, la surexpression de la DGAT2 dans le foie mène à l’accumulation de TG, 
mais aussi de DAG et de céramides dans le foie, sans pour autant altérer la sensibilité à 
l’insuline [Monetti, et al. 2007]. De même, l’inhibition de CPT1a dans le foie [Grefhorst, et al. 
2005a], et l’activation de LXRα/β [Grefhorst, et al. 2005b] par des traitements 
pharmacologiques, induisent une stéatose sans modifier la sensibilité à l’insuline. 
 
Le fait que la présence de stéatose ne soit pas systématiquement associée à une 
insulino-résistance, et soit parfois même associée à une meilleure sensibilité à l’insuline, 
indique que les causes de l’apparition de la stéatose sont multiples. L’identification et la 
compréhension de ces causes pourrait amener à classifier les stéatoses d’une autre façon que 
"non-alcoolique" et "alcoolique", mais plutôt en fonction de leur cause, afin de permettre une 
prise en charge personnalisée des patients ayant une stéatose, qu’ils soient diabétiques ou non, 
pour éviter une évolution vers la NASH. 
 
4) La stéatose : cause de l’insulino-résistance généralisée. 
Le premier argument en faveur de cette hypothèse émane du concept de lipotoxicité, 
introduit précédemment. Une étude a mis en évidence que les DAG hépatiques sont corrélés 
positivement avec, et expliquent 64% de la variabilité de l’insulino-résistance chez des individus 
obèses non diabétiques, et sont directement corrélés à une activation de la PKCε dans le foie 
des patients [Kumashiro, et al. 2011], ce qui est également observé dans des études in vitro 
[Samuel, et al. 2010] et animales [Samuel, et al. 2004], [Samuel, et al. 2007], où l’apparition de 
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la stéatose cause une inactivation de la glycogène synthase et une augmentation de la 
néoglucogenèse. 
Le taux intracellulaire de DAG est augmenté par l’afflux d’acides gras provenant de 
l’alimentation et de la lipolyse du tissu adipeux, ou d’un ralentissement de l’activité 
mitochondriale musculaire, mais il n’est pas établi que l’augmentation des DAG hépatiques soit 
due à une activité mitochondriale réduite dans le foie. Bien que certaines études montrent une 
moindre activité mitochondriale dans le foie stéatosé [Cortez-Pinto, et al. 1999b] et le foie de 
patients diabétiques [Schmid, et al. 2011], une autre étude sur des patients atteints de stéatose 
a montré une augmentation de la fonction oxydative des mitochondries du foie [Sunny, et al. 
2011]. Dans ce cas-là, l’activité augmentée de la mitochondrie mènerait à une augmentation de 
la production de ROS. Il est donc possible d’envisager une augmentation de la fonction 
mitochondriale dans un premier temps, en réponse à l’afflux de lipides, puis son effondrement 
à la suite de la surcharge lipidique et de son endommagement par les ROS.   
Un modèle animal d’inhibition de la β-oxydation hépatique induit une stéatose et une 
insulino-résistance chez des rats via l’augmentation de DAG [Zhang, et al. 2007], ce qui 
consolide plutôt les études montrant une diminution de l’activité mitochondriale à l’origine de 
l’insulino-résistance. 
 
Une étude prospective de 7 ans sur des patients sains ou atteints de stéatose non 
alcoolique sans état pré-diabétique a montré que la présence de stéatose prédit l’apparition 
d’un pré-diabète (déterminé dans cette étude par une hyperglycémie ou une hémoglobine 
glyquée élevée), indépendamment de l’IMC, de l’insulinémie, de la glycémie et de 
l’adiponectinémie de départ, de l’âge, des antécédents familiaux de diabète, de l’activité 
physique et de la prise alimentaire [Zelber-Sagi, et al. 2013]. Une autre étude prospective a 
aussi montré une incidence de diabète de type II multipliée par 2 chez des patients ayant une 
stéatose, et par 4 lorsque la stéatose est associée à un taux élevé d’ALAT plasmatique [Choi, et 
al. 2013b]. 
Ainsi, un foie stéatosé pourrait conduire à une insulino-résistance généralisée, menant à 
un diabète de type II. Nous avons vu dans les paragraphes précédents que la simple présence 
de lipides dans le foie ne peut pas expliquer à elle seule l’apparition d’une résistance à 
l'insuline. Il est important de connaître les mécanismes qui lient, ou au contraire dissocient la 
stéatose et l’insulino-résistance, cependant pour beaucoup d’études épidémiologiques et 
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interventionnelles, la stéatose reste fortement associée à l’insulino-résistance et reste une 
manifestation majeure du syndrome métabolique, et doit, en tant que telle, être considérée 
comme un élément à traiter. 
 
L’un des arguments renforçant un rôle du foie dans l’apparition de l’insulino-résistance 
concerne la sécrétion d’hépatokines par le foie, qui sera détaillée dans la prochaine partie. 
 
V) Les hépatokines 
Les hépatocytes sont capables de sécréter des facteurs qui ont un effet paracrine sur les 
autres types cellulaires du foie, mais ils sont aussi capables de sécréter des molécules qui vont 
rejoindre la circulation générale et agir sur le métabolisme énergétique des autres organes, 
comme des hormones, ce sont les hépatokines. 
La différence entre les hépatokines et les autres facteurs secrétés par le foie tels que les 
facteurs de coagulation, est qu’elles sont impliquées dans des processus métaboliques, et 
qu’elles ont un rôle supposé dans la pathologie de l’insulino-résistance et du développement du 
diabète de type II, que ce soit un rôle bénéfique ou délétère. Bien que certaines de ces 
molécules soient identifiées depuis de nombreuses années concernant d’autres aspects qu’une 
action métabolique, le concept d’hépatokines est récent, la plus ancienne publication 
l’évoquant datant de 2009 [Bahr, et al. 2009]. 
 
1) Les hépatokines délétères pour la sensibilité à l’insuline. 
La fétuine A 
La fétuine A est la première hépatokine à avoir été décrite, en 1989, en tant 
qu’inhibiteur naturel du récepteur de l’insuline dans le foie et le muscle [Auberger, et al. 1989]. 
C’est une glycoprotéine qui a une forte affinité pour le calcium et promeut l’endocytose, et elle 
est également capable de se lier aux acides gras. Elle est exprimée et sécrétée majoritairement 
par le foie, et très peu par les autres organes. 
Un SNP dans le gène de la fétuine A est associé avec le diabète de type II, et ses taux 
circulants sont corrélés positivement avec l’IMC, les TG plasmatiques, le tour de taille, l’HOMA-
IR [Siddiq, et al. 2005], [Andersen, et al. 2008a], et avec la protéine C-réactive plasmatique 
[Hennige, et al. 2008]. Deux études épidémiologiques associent les taux plasmatiques de 
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fétuine A avec l’intolérance au glucose, et avec le diabète de type II [Ou, et al. 2011], [Ix, et al. 
2012]. Les taux de fétuine A plasmatique sont corrélés à l’HOMA-IR chez des individus non 
diabétiques alors que chez des diabétiques, aucune corrélation n’est retrouvé [Mori, et al. 
2006], ce qui sous-entend que chez des patients qui ont développé un diabète de type II, 
d’autres facteurs seraient responsables de l’aggravation de l’insulino-résistance. 
Le foie stéatosé humain et de rat exprime plus la fétuine A [Stefan, et al. 2006], [Lin, et 
al. 1998]. De plus, un stress du RE induit son expression dans la lignée cellulaire d’hépatocytes 
HepG2 [Ou, et al. 2012], ce qui indique qu’une surproduction de fétuine A par le foie serait un 
reflet de son dysfonctionnement. Sa concentration plasmatique ne semble pas être modifiée 
par l’exercice chez des patientes obèses non diabétiques [Schultes, et al. 2010], mais chez des 
patients obèses et résistants à l’insuline, une semaine d’exercice suffit à la réduire, et cette 
réduction des taux de fétuine A est corrélée à l’amélioration de la sensibilité à l’insuline des 
patients [Malin, et al. 2013]. La restriction calorique diminue également sa concentration 
plasmatique chez des patients diabétiques de type II [Choi, et al. 2013c]. 
Les souris dont le gène de la fétuine A a été totalement invalidé ont une meilleure 
signalisation insulinique dans le foie et dans les muscles, et lorsqu’elles sont soumises à un 
régime gras, elles ne développent pas d’obésité et leur HOMA-IR est plus bas que les souris wt, 
proche de celui des souris nourries avec un régime normal [Mathews, et al. 2002]. Sur des 
myocytes en culture, la fétuine A diminue le transport de glucose induit par l’insuline, en 
limitant la translocation des transporteurs GLUT4 à la membrane plasmique et la 
phosphorylation d’Akt et d’AS160 [Malin, et al. 2013]. 
Le traitement de souris avec la fétuine A induit l’expression de TNFα et d’IL-6 par le tissu 
adipeux, et une diminution de l’expression et de la sécrétion d’adiponectine [Hennige, et al. 
2008], confirmant son implication dans la perturbation du métabolisme. Les effets de la fétuine 
A sur le tissu adipeux passeraient par le récepteur TLR4, qui reconnaît les acides gras saturés. 
En effet, la fétuine A plasmatique liée à un acide gras peut se lier aux TLR4 des adipocytes, ce 
qui induit la transcription de gènes proinflammatoires comme l’IL-6 et le TNFα, en augmentant 
l’activité du facteur de transcription NFκB [Pal, et al. 2012]. En effet, l’insulino-résistance 
induite par l’infusion de palmitate n’est pas observée chez les souris dont le gène de la  fétuine 
A a été invalidé [Heinrichsdorff, et al. 2012]. Selon les auteurs de ces études, cette hépatokine 
serait le chaînon manquant entre l’hyperlipidémie (acides gras saturés) et l’insulino-résistance. 
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La sélénoprotéine P  
Les protéines de la famille des sélénoprotéines sont de natures très variées (intra ou 
extracellulaires, activité enzymatique ou non, hydrogénases, glutathion péroxydases, 
désiodases, …), leur seul point commun étant leur capacité à transporter le sélénium grâce à 
des résidus sélénocystéyls, mais leurs fonctions ne sont pas toutes décrites à ce jour. 
La sélénoprotéine P (SepP) contient une dizaine de résidus sélénocystéyls et apporte le 
sélénium aux reins entre autres, en entrant dans les cellules par des récepteurs, dont le 
"Lrp2/megalin" ou le "Lrp8/ApoE receptor 2" où elle induit l’augmentation intracellulaire de 
l’activité glutathione péroxydase [Saito, et al. 2002]. 
Elle est synthétisée principalement dans le foie, néanmoins d’autres organes la 
sécrètent aussi, comme les reins, la thyroïde, l’intestin, et les poumons. Son expression est 
induite par le glucose [Speckmann, et al. 2009], et des études épidémiologiques montrent que 
sa concentration plasmatique est corrélée à la présence de NAFLD et d’adiposité viscérale 
[Choi, et al. 2013a], et avec une perturbation du métabolisme glucidique [Yang, et al. 2011]. 
D’autres études renforcent l’idée que cette hépatokine est délétère, en montrant que sa 
concentration plasmatique est plus élevée chez des patients diabétiques de type II [Misu, et al. 
2010], et une corrélation positive avec la glycémie à jeun et négative avec les taux 
d’adiponectine chez des patients diabétiques de type II [Misu, et al. 2012]. Les effets de la SepP 
sur le métabolisme énergétique ont pu être établis in vitro et in vivo. Le traitement 
d’hépatocytes ou de myocytes avec la SeP induit une insulino-résistance, notamment en 
induisant la phosphorylation de la Serine 307 d’IRS-1 [Misu, et al. 2010]. In vivo, 
l’administration de SepP induit une résistance à l’insuline chez la souris, et son inhibition par 
ARN interférant l’améliore. Dans le foie des souris, la phosphorylation de l’AMPK est diminuée 
après un traitement à la SepP, sans changement du ratio AMP/ATP, et l’AICAR (5-
aminoimidazole-4-carboxamide-1-β-D-ribonucleoside), un analogue de l’AMP qui peut donc 
activer l’AMPK, permet de bloquer les effets délétères de la SepP sur la signalisation insulinique 
d’hépatocytes en culture [Misu, et al. 2010], faisant de l’AMPK une cible potentielle de la SepP 
dans ses effets métaboliques. Le traitement d’hépatocytes de rat en culture avec la 
Metformine, un biguanide utilisé comme traitement antidiabétique, diminue l’expression et la 
sécrétion de la SepP [Speckmann, et al. 2009], et cette diminution peut participer à 
l’amélioration de la sensibilité à l’insuline observée chez les patients traités avec la Metformine. 
 
Introduction – Chapitre II : Le foie 
74 
 
La RBP4 (retinol binding protein 4) 
La RBP4, de la famille des lipocalines, est principalement synthétisée par les 
hépatocytes. Les RBPs transportent la vitamine A (rétinol) du foie vers la périphérie, et ont été 
identifiées comme telles dans les années 1960 [Kanai, et al. 1968]. La RBP4 a été identifiée en 
2005 comme adipokine, participant à l’installation de la résistance à l'insuline [Yang, et al. 
2005]. Etant principalement secrétée par le foie, elle fait donc aussi partie des hépatokines. 
Plusieurs études épidémiologiques mesurant les taux plasmatiques de RBP4 on été 
menées. En 2006, une étude a montré que ses taux circulants sont plus élevés chez les patients 
diabétiques [Graham, et al. 2006]. En ce qui concerne l’association entre les taux de RBP4 et la 
stéatose, une étude menée sur des patients ayant une stéatose ne rapporte pas de corrélation 
entre les taux de RBP4 et le niveau de stéatose [Cengiz, et al. 2010]. Par contre, une étude 
comparant des femmes minces et obèses morbides avec ou sans NAFLD a montré, outre une 
augmentation des taux et de l’expression hépatique de RBP4 chez les obèses par rapport aux 
femmes minces, une plus forte augmentation dans le groupes des patientes ayant une stéatose 
[Terra, et al. 2013]. De façon intéressante, dans une étude évaluant la production de RBP4 par 
le foie de patients cirrhosés, l’inverse est observé : la production hépatique de RBP4 diminue 
avec l’aggravation du statut de la cirrhose [Bahr, et al. 2009]. Il est donc possible qu’un foie 
stéatosé secrète plus de RBP4, et participe ainsi à l’insulino-résistance globale, mais que, dès 
lors que la pathologie évolue en cirrhose, le dysfonctionnement des hépatocytes ne leur 
permette plus de sécréter la RBP4. D’autant plus que les taux de RBP4 mesurés dans cette 
étude ne présentent aucune association avec l’IMC ou le statut d’insulino-résistance des 
individus. 
Des interventions médicales ayant pour effet d’améliorer le profil métabolique des 
patients, telles que des régimes alimentaires, de l’exercice, des traitements antidiabétiques et 
agents antilipidémiques ont pour effet de réduire la concentration de RBP4 plasmatique 
[Christou, et al. 2012], [Yang, et al. 2005]. 
Dans des cellules HepG2, un traitement avec la RBP4 induit la translocation de SREBP-1c 
dans le noyau, via la transcription de PGC1β, et l’expression de la FAS et d’ACC1 [Xia, et al. 
2013]. De façon étonnante, une étude montre que l’expression de RBP4 est réduite par le TNFα 
et augmentée par l’adiponectine dans des cellules HepG2, ce qui semble en désaccord avec une 
plus forte concentration plasmatique en condition d’obésité et d’insulino-résistance [Terra, et 
al. 2013]. 
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La RBP4 possède deux récepteurs, STRA6 étant le premier à avoir été identifié. Il permet 
l’entrée de la vitamine A dans les cellules des nombreux organes qui l’expriment [Sun, et al. 
2011]. Le foie n’exprime pas STRA6, mais un autre récepteur structuralement similaire, le 
RBPR2, identifié cette année. Ce deuxième récepteur est également exprimé dans l’intestin, le 
colon et la rate, mais dans le tissu adipeux de souris obèses seulement [Alapatt, et al. 2013]. 
Des SNP dans le gène de la RBP4 ou dans son promoteur ont été associés avec un risque de 
diabète de type II plus élevé [Munkhtulga, et al. 2007], et trois SNP dans le gène de STRA6 on 
été associés avec le diabète de type II [Nair, et al. 2010], conférant à cette hépatokine un rôle 
important dans le développement de l’insulino-résistance. Une régulation de l’expression 
hépatique de RBPR2 par l’insulino-résistance n’a cependant pas été mesurée, mais il est 
probable que les effets délétères de RBP4 soient aussi médiés par ce récepteur. 
 
L’hépassocine 
La dernière hépatokine à avoir été décrite est l’hépassocine, et elle semble être délétère 
pour le métabolisme énergétique. Bien qu’identifié en 2000, ce facteur exclusivement exprimé 
dans le foie, induisant la prolifération des hépatocytes [Hara, et al. 2000], a seulement été 
étudié dans des pathologies sévères du foie jusqu’à cette année. L’étude de Wu et al lui 
attribue un nouveau rôle potentiel dans le développement des NAFLD [Wu, et al. 2013]. Tout 
d’abord les taux plasmatiques d’hépassocine sont plus élevés chez les patients atteints de 
stéatose, et sa surexpression dans le foie des souris induit une stéatose, par l’induction du 
programme de lipogenèse de novo, et une élévation plasmatique des transaminases ALAT et 
ASAT. De façon attendue, la down-régulation de l’hépassocine dans le foie par ARN interférant 
a l’effet inverse chez des souris nourries avec un régime riche en lipide, en diminuant la 
stéatose. Des études plus précises permettront de déterminer le ou les mécanismes impliqués 
dans les effets de l’hépassocine. 
 
2) Les hépatokines bénéfiques pour la sensibilité à l’insuline 
Le FGF21 (Fibroblast Growth Factor 21) 
Les FGFs (fibroblast growth factors) sont exprimés par de nombreux organes, ce sont 
des facteurs de croissance qui sont impliqués dans de nombreux processus biologiques tels que 
l’angiogenèse, la cicatrisation, la survie cellulaire, ce qui leur vaut d’être qualifiés de facteurs 
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pluripotents. Leur effet sur la prolifération de fibroblastes a été démontré en 1974 
[Gospodarowicz 1974] et depuis, la famille des FGF s’est agrandie, comportant aujourd’hui plus 
de 20 membres. Le FGF21 est un membre atypique de la famille des FGFs par son incapacité à 
se lier à l’héparine. Il est principalement exprimé par le foie [Nishimura, et al. 2000], mais aussi 
par le pancréas, les muscles, le duodénum, les testicules, et le tissu adipeux. 
Les taux circulants de FGF21 sont plus élevés chez les patients qui présentent une 
obésité, une NAFLD, une insulino-résistance ou un diabète de type II [Stefan, et al. 2013]. Une 
étude sur des jumeaux a montré que les individus avec les taux de FGF21 les plus hauts sont 
ceux qui ont les triglycéridémies, insulinémies, HOMA-IR et aires sous la courbe (AUC) de test 
de tolérance au glucose les plus élevés, mais lorsque l’on compare les jumeaux hétérozygotes, 
on constate que les taux de FGF21 sont associés à la graisse hépatique plutôt qu’à la graisse 
sous-cutanée ou viscérale [Tyynismaa, et al. 2011], ce qui relie le FGF21 à la stéatose, plutôt 
qu’à l’obésité globale. 
Malgré les associations mises en évidence par les études épidémiologiques, les études 
menées sur les animaux montrent que FGF21 est une hépatokine bénéfique pour le 
métabolisme énergétique. L’idée d’une résistance au FGF21 a donc été proposée suite à une 
étude menée sur des souris obèses [Fisher, et al. 2010] et une autre menée sur des patients et 
des souris diabétiques [Samson, et al. 2011], mais cela est remis en cause par d’autres études. 
Deux études animales ont rapporté une augmentation du FGF21 plasmatique, parallèlement à 
son expression hépatique, chez des souris diabétiques [Chartoumpekis, et al. 2011]. Les 
différences sur la régulation du FGF21 lors de la résistance à l'insuline peuvent s’expliquer par 
les différences de composition des régimes induisant le diabète, et la durée des régimes. 
L’argument le plus convaincant contre une résistance au FGF21 est apporté par une étude 
menée sur 3 modèles animaux d’insulino-résistance, où le FGF21 est toujours efficace : des 
souris ob/ob et db/db et des rats Zucker traités avec du FGF21 voient leur stéatose, 
triglycéridémie, insulino-résistance et leur prise de poids diminuées, et leur dépense 
énergétique augmentée [Kharitonenkov, et al. 2005]. 
Les effets du FGF21 sont rendus possibles grâce à l’hétérodimérisation de deux 
récepteurs membranaires que sont le β-Klotho et un FGFR (FGF-receptor 1-4) à activité tyrosine 
kinase [Ogawa, et al. 2007], [Suzuki, et al. 2008], [Ding, et al. 2012]. Ces deux récepteurs étant 
abondamment exprimés dans le tissu adipeux blanc, ce tissu semble être la première cible de 
cette hépatokine. Les premiers effets métaboliques du FGF21 ont été montrés dans les 
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adipocytes 3T3-L1, dans lesquels il stimule le transport de glucose [Kharitonenkov, et al. 2005], 
en induisant la phosphorylation d’ERK1 et 2 [Ge, et al. 2011]. Dans le tissu adipeux, l’expression 
de PGC1α et la lipolyse sont augmentées [Arafat, et al. 2013], [Coskun, et al. 2008]. Dans le foie, 
le FGF21 induit une augmentation de la β-oxydation et de la cétogenèse [Badman, et al. 2007], 
[Inagaki, et al. 2007] et une diminution de la lipogenèse [Xu, et al. 2009]. Le FGF21 a également 
un effet bénéfique au niveau du tissu adipeux brun où la thermogenèse est induite [Hondares, 
et al. 2010], et du système nerveux central, puisqu’une infusion intracérébroventriculaire (icv) 
induit une augmentation de la sensibilité à l’insuline globale de rats résistants à l’insuline 
[Sarruf, et al. 2010]. 
L’expression hépatique de FGF21 est induite par le jeûne via une activation de PPARα 
[Badman, et al. 2007] alors que son expression adipocytaire est induite via une activation de 
PPARγ [Muise, et al. 2008], et il fait partie de la réponse adaptative au jeûne : il induit la 
néoglucogenèse et la cétogenèse. Ces données sont cohérentes avec le fait que chez l’Homme 
sain et diabétique de type I, le glucagon augmente son taux plasmatique, indépendamment des 
taux d’insuline. De même, l’expression de FGF21 est augmentée dans les hépatocytes isolés et 
les adipocytes isolés de rats rendus diabétiques avec la streptozotocine et traités au glucagon 
[Arafat, et al. 2013]. 
Le FGF21 plasmatique a été proposé comme marqueur du bon fonctionnement des 
hépatocytes, car d’une part les concentrations plasmatiques reflèteraient la production 
hépatique, et d’autre part les foies "malades" (stéatohépatite, cirrhose, hépatocarcinome) 
produisent le FGF21 en plus grande quantité [Yang, et al. 2013]. 
 
La SHBG (Sex Hormone-Binding Globulin) 
Cette globuline, sécrétée principalement par le foie [Stefan and Haring 2013], se lie aux 
hormones sexuelles androgènes et estrogènes, et module leur action au sein des organes 
cibles. Son rôle a surtout été étudié dans certains cancers (prostate, sein), mais un rôle dans le 
métabolisme glucidique a aussi été mis en évidence ces dernières années. 
Deux études épidémiologiques ont clairement montré que des taux circulants élevés de 
SHBG permettent de protéger contre le développement d’un diabète de type II [Ding, et al. 
2009], [Perry, et al. 2010]. Les taux plasmatiques de SHBG diminuent en condition de stéatose 
chez l’Homme [Ding, et al. 2009], [Vassilatou, et al. 2010], et sa sécrétion par des cellules 
HepG2 est diminuée par un traitement avec du fructose et du glucose [Selva, et al. 2007], mais 
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pas par l’insuline. Son expression est également diminuée par l’IL1-β et par le TNFα [Simo, et al. 
2012a], [Simo, et al. 2012b]. Une intervention dans le style de vie qui a pour effet de diminuer 
la stéatose peut augmenter les taux circulants de SHBG [Stefan, et al. 2009]. Les facteurs 
modulant l’expression de la SHBG sont assez bien connus, mais on ne peut pas en dire autant 
de son mode d’action.  
 
L’IGF-1 (Insulin-like Growth Factor 1) 
Bien qu’identifié depuis longtemps, les effets sur le métabolisme énergétique de l’IGF-1, 
produit et sécrété principalement par le foie, font que sa présence dans la famille des 
hépatokines est légitime [Stefan and Haring 2013]. L’IGF-1 est un facteur de croissance qui a 
une structure similaire à celle de l’insuline. Il agit via son récepteur à tyrosine kinase IGF1R, 
présent à la surface de quasiment toutes les cellules de l’organisme, et active la voie Akt, qui 
stimule la croissance et la prolifération, et qui inhibe la sénescence. 
Aucun lien n’a été montré entre les taux d’IGF-1 circulant et le diabète de type II, mais 
ils sont diminués dans le plasma de patients atteints de NAFLD [Arturi, et al. 2011]. L’action de 
l’IGF-1 est modulée par ses protéines de transport, nommées IGF-Binding Proteins (IGFBP 1-6), 
et les taux circulants d’IGFBP1 et d’IGFBP2 sont inversement associés à un risque de développer 
un diabète de type II [Stefan and Haring 2013]. L’IGFBP3, à l’inverse, est positivement associé à 
un risque de diabète de type II, et est augmenté chez les patients atteints de NAFLD [Stefan and 
Haring 2013]. Malgré l’absence de corrélation entre l’IGF-1 plasmatique et l’insulino-résistance, 
l’administration d’IGF-1 réduit la glycémie et améliore la sensibilité à l’insuline de patients 
diabétiques et de sujets sains [Boulware, et al. 1994], ce qui en fait une hépatokine bénéfique. 
 
Les Angiopoietin-related growth factors (Angptl6 et RIFL) 
Les Angptls sont impliqués dans le métabolisme énergétique, puisque l’Angptl2, en 
rendant les adipocytes plus sensibles à l’insuline, a un effet antidiabétique ; l’Angptl3 augmente 
la triglycéridémie [Koishi, et al. 2002], et a des niveaux plasmatiques élevés chez les patients 
ayant une stéatose. L’Angptl4 (fibrinogène hépatique) augmente également la triglycéridémie 
en inhibant l’activité de la LPL plasmatique [Koster, et al. 2005]. C’est un gène cible de PPARγ 
[Yoon, et al. 2000], et elle améliore la sensibilité à l’insuline du foie au  niveau de l’inhibition de 
la néoglucogenèse [Xu, et al. 2005]. Les membres de cette famille considérés comme des 
hépatokines sont l’Angptl6 et 8. 





Le foie est l’organe qui l’exprime le plus, aussi bien chez la souris que chez l’Homme, et 
les taux circulants de l’Angptl6 sont le reflet de l’Angptl6 hépatique, c’est pourquoi elle est 
considérée comme une hépatokine [Stefan and Haring 2013]. 
La seule étude menée sur des sujets sains et diabétiques de type II a montré une plus 
forte concentration plasmatique d’Angptl6 chez les diabétiques [Ebert, et al. 2009], qui est 
corrélée avec la glycémie à jeun. Les souris invalidées pour le gène de l’Angptl6 développent 
une obésité, associée à une diminution de la dépense énergétique, à un stockage ectopique de 
lipides dans les muscles et dans le foie, et à une résistance à l’insuline [Oike, et al. 2005]. Une 
surexpression de ce gène dans le foie protège les souris contre l’obésité et la stéatose sous 
régime gras, et offre une meilleure sensibilité à l’insuline, associée à une dépense énergétique 
augmentée  [Oike, et al. 2005]. On peut donc avancer que l’Angptl6 est une hépatokine 
bénéfique pour le métabolisme énergétique, ce qui est renforcé par le fait que le traitement 
d’hépatocytes isolés de rat avec de l’Angptl6 supprime la néoglucogenèse via l’exclusion de 
FOXO1 du noyau, par une voie dépendante de la PI3K [Kitazawa, et al. 2007]. A ce jour, il n’a 
pas été démontré que la résistance à l'insuline correspond à un état de résistance à l’Angptl6. 
 
Angptl8, RIFL (Refeeding Induced in Fat and Liver), Lipasine, Bétatrophine. 
Identifié par Ren et al en 2012 [Ren, et al. 2012] comme un acteur du métabolisme 
énergétique, on ne sait encore que très peu de choses sur l’Angptl8, qui est aussi appelé RIFL, 
Lipasine, ou β-trophine. Le foie est l’organe qui l’exprime le plus chez l’Homme [Ren, et al. 
2012] et chez la souris, c’est le tissu adipeux brun [Yi, et al. 2013]. Son expression dans le foie, 
mais aussi dans le tissu adipeux blanc et brun, est diminuée pendant le jeûne et induite par la 
réalimentation, d’où son nom RIFL. Chez les souris ob/ob ou nourries avec un régime 
hyperlipidique, l’expression de RIFL est induite dans le foie et le tissu adipeux blanc [Stephens 
2012], [Zhang 2012], [Zhang, et al. 2013]. 
Un rôle de l’Angptl8 dans l’adipogenèse a été montré : elle est plus exprimée dans les 
adipocytes matures que dans les préadipocytes, et le traitement avec un ARN interférant y 
atténue l’accumulation de lipides [Ren, et al. 2012]. 
L’Angptl8 est capable d’inhiber l’activité de la lipoprotéine lipase, d’où son autre nom 
Lipasine [Zhang and Abou-Samra 2013] et de façon logique, les souris Angptl8
-/-
 ont une activité 
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LPL plasmatique augmentée [Wang, et al. 2013]. Ces souris, qui n’expriment pas l’Angptl8, 
prennent moins de poids mais ne présentent pas de différence au niveau de la sensibilité à 
l’insuline par rapport aux souris wt. En condition nourrie et re-nourrie, leurs taux plasmatiques 
de TG et d’AGL sont diminués, mais le transport des lipides dans le tissu adipeux est limité. 
Cette étude a permis de montrer que l’Angptl8, en condition postprandiale, stimulerait le 
transport de lipides dans le tissu adipeux. La surexpression dans le foie de l’Angptl8, elle, 
améliore la tolérance au glucose des souris [Yi, et al. 2013]. Cette étude a pu dévoiler une 
particularité de cette hépatokine : son effet sur le pancréas. L’Angptl8 a un effet prolifératif sur 
les cellules β, d’où son nom bétatrophine, ce qui se traduit par l’augmentation du contenu en 
insuline des îlots de Langerhans. 
Cette hépatokine semble donc être bénéfique pour le métabolisme énergétique, et 
pourrait être une piste thérapeutique aussi bien pour traiter le diabète de type I que de type II. 
 
La follistatine 
La follistatine est une glycoprotéine de la famille des TGF-β. Il existe 3 isoformes de 
cette hépatokine, la FS-288, la FS-300 et enfin la FS-315, obtenues par épissages alternatifs et 
clivages post traductionnels. Outre ses rôles dans le développement embryonnaire, son rôle le 
plus documenté est la croissance musculaire, via l’inhibition de la myostatine, un inhibiteur de 
croissance excessive du muscle [Lee, et al. 2001]. On sait depuis 1991 qu’elle est présente dans 
le foie, et un lien avec les pathologies hépatiques a été établi en 1996 lorsque des taux élevés 
ont été décrits chez des patients ayant une pathologie hépatique chronique [Sakamoto, et al. 
1996]. La sécrétion de la follistatine par le foie est augmentée lors d’un exercice [Hansen, et al. 
2011], ce qui montre l’existence d’un dialogue muscle-foie. 
La follistatine a également été proposée comme adipokine en 2009 car elle est sécrétée 
par le tissu adipeux in vitro, cependant son expression est plus faible dans les adipocytes que 
dans la fraction stroma-vasculaire [Flanagan, et al. 2009]. Elle a un effet prolifératif sur les 
préadipocytes en inhibant la myostatine, ce qui en fait un acteur du métabolisme énergétique à 
part entière. Chez des patients diabétiques de type II, les taux circulants de follistatine sont 
corrélés à la glycémie à jeun, l’hémoglobine glyquée et le cholestérol, mais pas avec 
l’inflammation de bas grade [Hansen, et al. 2013]. Elle semble être régulée par une altération 
chronique du métabolisme glucidique car une hyperglycémie ou une hyperinsulinémie 
provoquée n’a pas d’effet [Hansen, et al. 2013]. 
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On ne sait actuellement pas si les taux élevés de follistatine sont une cause ou une 
conséquence de l’apparition de dérégulations métaboliques. Tout comme RIFL, on ne sait pas à 
l’heure actuelle si les effets de cette hépatokine sont bénéfiques ou délétères pour le 
métabolisme énergétique. 
 
Certaines hépatokines pouvant être des marqueurs du dysfonctionnement hépatique, 
de nombreux efforts ont été déployés ces dernières années pour identifier de nouvelles 
hépatokines, comprendre leur mode d’action et ainsi mieux définir l’implication du foie dans le 
développement de l’insulino-résistance et du diabète de type II. 
Une étude parue cette année montre que la suppression de la signalisation du glucagon 
dans le foie induit une hypersensibilité à l’insuline, et une hyperplasie des cellules α, et cet effet 
est médié par un ou des facteurs sécrétés par le foie, non identifiés pour le moment [Longuet, 
et al. 2013]. De façon intéressante, la suppression de la signalisation insulinique dans le foie a 
aussi permis de mettre en évidence l’existence d’un ou plusieurs facteurs circulants sécrétés 
par le foie, agissant cette fois-ci sur l’hyperplasie des cellules β [El Ouaamari, et al. 2013]. Il ne 
reste plus qu’à identifier ces facteurs, qui agrandiront la famille en pleine expansion des 
hépatokines qui, en plus d’agir sur les organes sensibles à l’insuline, peuvent également agir 












Tableau 1. Les hépatokines (page suivante) 
Leurs effets, et la régulation de leur expression génique dans le foie (ARNm) et des taux circulants (entre 
crochets) avec l’obésité et la résistance à l’insuline, et les pathologies hépatiques. AG: acide gras, TLR4: 
Toll-Like Receptor 4, NAFLD: non alcoholic fatty liver disease, DTII: diabète de type II.  
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VI) La résistance à l’insuline dans les autres organes 
La résistance à l’insuline ne touche pas que le foie : le tissu adipeux, les muscles 
squelettiques, mais aussi le pancréas et le cœur sont aussi touchés par cette pathologie. Cette 
partie résume les perturbations qui ont lieu dans les deux autres organes principalement 
impliqués dans le métabolisme : le tissu adipeux et le muscle squelettique. 
 
1) Le tissu adipeux insulino-résistant 
Le tissu adipeux blanc est le seul tissu ayant la capacité de se développer de façon 
excessive en fonction de l’apport de lipides. Ce tissu, outre son rôle de stockage des lipides,  est 
indispensable au bon fonctionnement de l’organisme, notamment pour la production 
d’hormones stéroïdes, et pour les fonctions reproductrices [Bohler, et al. 2010]. 
Le tissu adipeux est constitué d’adipocytes en grande partie. En période post-prandiale, 
ils captent les lipides circulants grâce à des transporteurs membranaires comme FAT [Coburn, 
et al. 2000]. Ces acides gras provenant des lipoprotéines sont activés en acyl-coA et sont 
estérifiés pour former des TG. Les adipocytes peuvent aussi capter le glucose de façon 
dépendante de l’insuline, grâce aux transporteurs GLUT4. Lors d’un jeûne, la lipolyse permet la 
libération de ces lipides dans la circulation afin de fournir l’énergie dont l’organisme a besoin. 
L’insuline étant la seule hormone anti-lipolytique, l’adipocyte insulino-résistant va 
relarguer des lipides et du glycérol dans la circulation de façon incontrôlée, ce qui contribue à 
l’hyperlipidémie. Il va également externaliser moins de transporteurs GLUT4 en réponse à 
l’insuline, ce qui va diminuer sa capacité à capter le glucose sanguin. 
Si l’on considère une alimentation trop riche, les lipides apportés par chaque repas 
continueront d’être stockés dans le tissu adipeux tant qu’il peut s’étendre, que ce soit par 
hypertrophie ou par hyperplasie. L’hypothèse de l’expansion du tissu adipeux [Virtue, et al. 
2008] laisse entendre que tant que le tissu adipeux peut stocker les graisses, on n’observera 
pas d’effet délétère sur la sensibilité à l’insuline générale. En revanche, lorsque le tissu adipeux 
arrive à "saturation", les lipides issus de sa lipolyse seront stockés de façon ectopique dans 
d’autres organes, non spécialisés dans le stockage de lipides. Ainsi on retrouvera des lipides 
dans les muscles, dans le foie, et même dans le pancréas. Ce phénomène de stockage 
ectopique est particulièrement délétère pour le fonctionnement de ces organes, car comme 
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détaillé plus haut, les espèces lipidiques dérivées de ces lipides peuvent induire une lipotoxicité, 
qui peut induire une insulino-résistance. 
 
Les autres cellules du tissu adipeux font partie de la fraction stroma-vasculaire, qui est 
composée de préadipocytes, de cellules endothéliales, de cellules du système immunitaire 
(macrophages, lymphocytes T, natural killers, mastocytes), de fibroblastes et de fibres 
nerveuses. En condition de résistance à l'insuline, la proportion des cellules de la fraction 
stroma vasculaire peut être modifiée. Par exemple on observe souvent une inflammation du 
tissu adipeux en condition d’obésité et de résistance à l'insuline, résultant d’une infiltration du 
tissu adipeux par des cellules du système immunitaire. Le ratio de 5 à 10 macrophages pour 100 
adipocytes en condition physiologique peut passer à 30 macrophages pour 100 adipocytes dans 
le tissu adipeux d’un obèse [Tordjman, "Physiologie et physiopathologie du tissu adipeux", 
Springer 2013]. Ce sont principalement des macrophages M1 proinflammatoires, ils sont 
particulièrement présents chez les sujets massivement obèses, et plus précisément dans le tissu 
adipeux profond [Aron-Wisnewsky, et al. 2009]. De même que dans le foie, un rôle de 
l’infiltration de macrophages dans le développement de l’insulino-résistance a été établi dans 
un modèle murin, le nombre de macrophages du tissu adipeux étant lié à l’homéostasie 
glucidique [Kanda, et al. 2006]. 
 
Ainsi, en condition d’obésité, la désorganisation du tissu adipeux peut être à l’origine de 
l’apparition de l’insulino-résistance. En plus de la modification de la population cellulaire du 
tissu adipeux, le phénotype des adipocytes change également, notamment leur sécrétome. 
 
 Perturbation du sécrétome du tissu adipeux : les adipokines 
Le tissu adipeux a la capacité de sécréter des facteurs circulants qui agissent sur le 
métabolisme. Lorsque ces facteurs sont produits et sécrétés par les adipocytes, on parle 
d’adipokines. Les adipokines exercent de nombreux effets sur les organes impliqués dans le 
métabolisme énergétique, ou directement sur le pancréas [Dunmore, et al. 2013], et des études 
utilisant des modèles animaux d’obésité et de résistance à l’insuline ont mis en évidence leur 
rôle bénéfique pour la signalisation insulinique ou, à l’inverse, leur implication dans 
l’installation de l’insulino-résistance [Falcao-Pires, et al. 2012]. 
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La liste des adipokines identifiées s’allonge d’années en années et parmi les bénéfiques, 
on retrouve l’adiponectine, la leptine, la visfatine et l’apeline. D’autres adipokines sont 
délétères pour la sensibilité à l’insuline, comme la résistine, l’autotaxine, la MCP-1 
(Macrophage Chemoattractant Protein-1), le TNFα, le PAI-1 (Plasminogen Activator Inhibitor-1) 
ou des interleukines pro-inflammatoires comme l’IL-6 (Figure 13).  
 
Dans le tissu adipeux d’une personne obèse et résistante à l’insuline, on observe une 
diminution de la sécrétion de l’adiponectine, proportionnellement à l’expansion de la masse 
grasse et à l’insulinémie [Arita, et al. 1999], [Hotta, et al. 2000]. Cette adipokine, lorsqu’elle se 
fixe à ses récepteurs, augmente le captage et l’oxydation du glucose, ainsi que la β-oxydation 
des lipides dans les muscles [Falcao-Pires, et al. 2012], et elle inhibe la néoglucogenèse 
hépatique [Yamauchi, et al. 2002]. Ces effets sont permis grâce à l’activation de l’AMPK et de 
PPARα [Tishinsky, et al. 2012]. 
La leptine a pour rôle majeur la régulation de la prise alimentaire, son action sur 
l’hypothalamus ayant pour effet d’induire la sensation de satiété. Elle a aussi des effets sur le 
métabolisme, notamment en régulant la dépense énergétique : comme l’adiponectine, elle 
active l’AMPK dans le muscle [Minokoshi, et al. 2002]. En limitant directement le stockage 
ectopique des lipides, l’administration de leptine améliore la sensibilité à l’insuline d’animaux 
insulino-résistants [Shimabukuro, et al. 1997]. Sa concentration plasmatique est augmentée en 
condition d’obésité [Maffei, et al. 1995]. Son expression dans le tissu adipeux est 
proportionnelle à la masse grasse, et l’obésité est considérée comme un état de résistance 
centrale à la leptine [Hamilton, et al. 1995]. 
L’apeline, elle aussi, est plus exprimée en condition d’obésité et de résistance à 
l'insuline, mais contrairement à la leptine, elle conserve ses effets bénéfiques chez des animaux 
diabétiques, qui seront développés dans la 3
ème
 partie de l’introduction, ce qui exclut l’idée 
d’une résistance à l’apeline. 
 
Le TNFα est l’exemple le plus marquant d’une adipokine délétère, pouvant induire une 
résistance à l'insuline [Hotamisligil, et al. 1993]. Dans le tissu adipeux, il est produit aussi bien 
par les adipocytes que par la fraction stroma vasculaire [Fain 2003]. Cette cytokine, avant d’être 
identifiée comme adipokine, a toujours été connue pour médier les processus inflammatoires, 
en se liant à son récepteur membranaire TNFR. La signalisation intracellulaire du TNFα fait 
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intervenir différentes Kinases comme les JNK, ce qui inhibe la signalisation de l’insuline. Le 
TNFα active également le facteur de transcription NFκB qui peut moduler l’expression de gènes 
impliqués dans le métabolisme énergétique. Les adipocytes, les myocytes et les hépatocytes 
expriment le récepteur au TNFα à leur surface, ce qui en fait des cibles de cette adipokine. De 
plus, la signalisation du TNFα dans l’adipocyte entraîne l’augmentation de l’expression de 
certaines adipokines délétères comme l’IL-6, MCP-1 [Wang, et al. 2005], et la diminution de 
l’expression d’adiponectine [Wang, et al. 2005], ce qui crée un cercle vicieux participant à la 
mise en place de la résistance à l’insuline. 
Les taux de TNFα circulant de personnes obèses sont plus élevés que ceux de sujets 
minces, et il a été démontré que la neutralisation du TNFα avec un anticorps permet une 
meilleure réponse globale à l’insuline de rats fa/fa [Hotamisligil, et al. 1993]. Chez des souris 
ob/ob [Ventre, et al. 1997], la délétion du TNFα résulte en une insulino-résistance moins 
marquée, ce qui a confirmé son implication dans cette pathologie, mais montre que le TNFα 
n’est pas le seul facteur induisant une résistance à l’insuline. 
 
L’augmentation de la production d’adipokines pro-inflammatoires par le tissu adipeux, 
associée à la diminution de la production ou de l’efficacité de certaines adipokines bénéfiques, 
constitue un cocktail délétère pour la signalisation insulinique dans les muscles, le foie mais 
aussi dans le tissu adipeux lui-même. 
 
 




Figure 13. L’adipocyte, une cellule endocrine. 
Les adipokines en vert sont bénéfiques pour le métabolisme, celles en rouge sont délétères et peuvent 
causer une résistance à l’insuline. Les flèches en pointillé représentent une diminution d’expression 




2) Le muscle insulino-résistant 
En condition physiologique, la majorité du glucose circulant après un repas est 
incorporée par les muscles squelettiques, sous l’action de l’insuline, grâce aux transporteurs 
GLUT4 (figure 1). Le muscle insulino-résistant ne va pas pouvoir l’incorporer correctement car 
les transporteurs GLUT4 ne sont pas suffisamment transloqués à la membrane plasmique 
[Zierath, et al. 1996], ce qui va ralentir le retour à la glycémie basale. De plus, le transporteur 
d’acide gras FAT est présent en plus grande quantité à la surface des cellules musculaires de 
rats résistants à l’insuline [Han, et al. 2007], ce qui favorise le stockage ectopique de lipides. 
Les lipides arrivant en excès de la circulation sont pris en charge par les mitochondries, 
ou stockés sous forme de TG dans le muscle. Cependant, bien que chez les individus 
sédentaires, les TG intramusculaires (TGIM) soient corrélés à la résistance à l’insuline 
[Goodpaster, et al. 2001], le paradoxe de l’athlète, chez qui les TGIM sont corrélés avec la 
sensibilité à l’insuline, a permis de mettre en évidence que ce ne sont pas les TGIM qui sont 
délétères, mais les espèces lipidiques intermédiaires. En condition d’obésité et de résistance à 
l'insuline, les mitochondries se retrouvent surchargées en lipides, et si la β-oxydation 
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musculaire est augmentée dans un premier temps avec l’obésité, en condition de pré-diabète 
ou de diabète avéré, la capacité oxydative du muscle est diminuée [Schrauwen-Hinderling, et 
al. 2007], [Phielix, et al. 2008]. Cette baisse d’activité oxydative peut s’expliquer par la 
diminution du nombre et de la taille des mitochondries observée chez des patients diabétiques 
[Morino, et al. 2005], [Mogensen, et al. 2007], [Phielix, et al. 2008], [Kelley, et al. 1999], 
[Simoneau, et al. 1999], [Kim, et al. 2000], [Petersen, et al. 2004], [Ritov, et al. 2005]; [Kelley, et 
al. 2002], ainsi que par un dysfonctionnement mitochondrial. L’arrivée de lipides en excès de la 
circulation et la dysfonction mitochondriale mènent à une augmentation des DAG et à une 
oxydation incomplète des lipides, qui génèrera des espèces lipidiques intermédiaires comme 
les acylCN, délétères pour la signalisation insulinique [Adams, et al. 2004], [Koves, et al. 2008]. 
En effet, dans le muscle, les DAG activent la PKCθ [Samuel, et al. 2010]. Les DAG peuvent 
provenir d’une lipolyse incomplète des TG, et l’étude de Badin et al montre que l’augmentation 
de l’expression de CGI-G8 et la diminution de l’expression de l’ATGL dans le muscle de souris 
nourries avec un régime riche en lipides mène à l’accumulation de DAG et à une résistance à 
l’insuline globale et dans le muscle [Badin, et al. 2013]. La concentration intracellulaire de 
céramides est aussi augmentée dans le muscle de patients obèses et résistants à l’insuline et de 
nombreux modèles animaux d’insulino-résistance [Holland and Summers 2008]. Les acylCN, 
également augmentés lorsque la mitochondrie est surchargée, jouent un rôle dans l’apparition 
de la résistance à l’insuline dans le muscle [Muoio, et al. 2010]. 
Il est aussi possible qu’une dysfonction mitochondriale préexistante constitue un risque 
de développer une résistance à l’insuline, comme cela a été montré par une étude évaluant la 
dysfonction mitochondriale dans le muscle de sujets ayant des parents diabétiques [Petersen, 
et al. 2004]. 
Le stress oxydant résultant de la dysfonction mitochondriale peut aussi participer à la 
mise en place de l’insulino-résistance dans le muscle, en détériorant le signal insulinique, à 
plusieurs niveaux : sur la phosphorylation d’IRS-1 sur un résidu sérine, mais aussi plus en aval 
de la signalisation, comme la PI3K et la PKCζ [Bloch-Damti, et al. 2005]. Une étude menée sur 
des rats nourris avec un régime hyperlipidique n’a pas montré d’augmentation du stress 
oxydant dans le muscle, mais une augmentation d’UCP3 dans le muscle [Catala-Niell, et al. 
2008], ce qui peut être considéré comme une adaptation de l’organisme à l’excès de lipides 
apportés par le régime, dans un premier temps, avant que la mitochondrie ne dysfonctionne. 
L’effet bénéfique d’une surexpression d’UCP3 a été confirmé par la suite dans un modèle de 
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souris transgéniques surexprimant UCP3 spécifiquement dans le muscle, chez qui la production 
de ROS [Nabben, et al. 2008] et d’acylCN est diminuée, via une diminution de la β-oxydation 
incomplète [Aguer, et al. 2013]. 
 
 
VII) Effets des traitements antidiabétiques sur le métabolisme hépatique 
Une étude mesurant la graisse viscérale et intra-hépatique, par IRM et par spectroscopie 
par résonance magnétique, de patients obèses et intolérants au glucose, a montré que la 
stéatose est un facteur qui est plus fortement associé aux complications métaboliques de 
l’obésité que la graisse viscérale [Fabbrini, et al. 2009]. Il est donc important de savoir quels 
sont les effets des antidiabétiques sur la graisse hépatique, mais aussi sur le métabolisme 
glucidique hépatique. 
Etant donné qu’aucun traitement contre la stéatose n’existe, les seules options 
thérapeutiques actuelles sont le changement de mode de vie, ou la prescription de traitements 
contre l’insulino-résistance. C’est pourquoi il est crucial d’évaluer leurs effets sur le foie. 
 
Certains traitements antidiabétiques, comme les sulfonylurées et les glinides, qui 
induisent la sécrétion d’insuline par le blocage des canaux potassiques ATP-dépendant des 
cellules β, ou les agonistes de GPR40 et GPR119 (G-protein coupled Fatty Acid Receptor), qui 
l’induisent en agissant sur les cellules β et en augmentant la sécrétion de GLP-1 (Glucagon-like 
peptide 1), n’ont aucun effet rapporté sur le métabolisme hépatique, utilisés en monothérapie. 
 
D’autres traitements qui ont pour effet l’amélioration de la sensibilité à l’insuline, 
peuvent améliorer la stéatose, et d’autres agissent directement sur le foie pour diminuer la 
glycémie. 
 
 La Metformine 
La Metformine (1,1-dimethylbiguanide) est un agent normoglycémiant, c’est le 
traitement antidiabétique le plus largement prescrit depuis les années 50. En plus d’améliorer 
le transport de glucose et l’oxydation des lipides dans les muscles, d’inhiber la lipolyse dans le 
tissu adipeux et la lipogenèse dans le tissu adipeux et les muscles, elle a un fort impact sur le 
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foie : elle inhibe la néoglucogenèse et la glycogénolyse. Après son entrée dans la cellule, le ratio 
ATP/AMP est diminué, ce qui résulte en l’inhibition de la néoglucogenèse, qui est un processus 
énergivore. Ensuite, l’activation de LKB1 (liver kinase B1) mène à l’activation de l’AMPK [Shaw, 
et al. 2005], qui va inhiber l’expression de gènes impliqués dans la néoglucogenèse, dont celui 
de la PEPCK et de la G-6-Pase [Kim, et al. 2008]. 
L’activation de l’AMPK par la Metformine induit l’inactivation d’ACC dans le foie de rat in 
vivo, une augmentation de la β-oxydation hépatique et une inhibition de l’expression de SREBP-
1c ainsi que de sa translocation dans le noyau, dont il résulte une diminution de la stéatose 
hépatique [Zhou, et al. 2001]. Le traitement de souris ob/ob par la Metformine a un effet net 
sur l’accumulation de gras, sur les anomalies des aminotransferases, et sur la production de 
TNFα [Lin, et al. 2000]. Le traitement de souris nourries avec un régime gras a pour effet de 
diminuer la taille des vacuoles lipidiques dans les hépatocytes, d’augmenter le nombre de 
mitochondries, d’augmenter le nombre de noyaux PPARα-positifs et de diminuer la quantité de 
SREBP-1c dans le foie [Souza-Mello, et al. 2010]. La Metformine peut également réduire 
l’expression et la production de marqueurs de fibrose hépatique [Kita, et al. 2012], elle pourrait 
donc ralentir la progression de la stéatose vers la NASH. 
Tous ces effets de la Metformine sur le foie semblaient donc être le résultat de 
l’activation de l’AMPK, mais ce mécanisme d’action unique a été remis en cause par l’étude de 
Foretz et al, qui montre que les souris invalidées pour l’AMPK répondent quand même à la 
Metformine [Foretz, et al. 2010], suggérant l’existance d’un ou de plusieurs intermédiaires 
indépendants de l’AMPK. Effectivement, trois ans plus tard, les mêmes auteurs ont montré 
qu’un traitement à la Metformine inhibe la signalisation du glucagon en diminuant les taux 
d’AMPc dans les hépatocytes primaires de souris, provoquant une moindre production de 
glucose [Miller, et al. 2013]. Ainsi la Metformine joue au minimum sur deux fronts pour réguler 
la production endogène de glucose. La Metformine est aujourd’hui la meilleure stratégie 
clinique dans le traitement des NAFLD [Mazza, et al. 2012] étant donné ses effets métaboliques 
et les rares effets secondaires reportés.  
 
 Les thiazolidinediones (TZD) 
Les glitazones, ou TZD, sont des agonistes sélectifs de PPARγ qui améliorent la sensibilité 
à l’insuline. Ils ont pour effet, en promouvant l’adipogenèse, d’augmenter la capacité de 
stockage du tissu adipeux sous-cutané principalement, ce qui se traduit par une redistribution 
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des acides gras du tissu adipeux viscéral vers le sous-cutané. Le tissu adipeux sous-cutané 
relargue moins d’acides gras dans la circulation, et sécrète plus d’adiponectine [Phielix, et al. 
2011]. Au niveau du foie, ils inhibent la néoglucogenèse hépatique de patients diabétiques 
[Gastaldelli, et al. 2006a], [Gastaldelli, et al. 2006b] et, chez le rat, cela est la conséquence de 
l’activation de l’AMPK [LeBrasseur, et al. 2006]. Les TZD ont aussi un effet bénéfique sur les 
transaminases plasmatiques, la stéatose, le phénomène de ballooning, la sensibilité à l’insuline 
et l’inflammation du foie dans de nombreuses études cliniques [Ratziu, et al. 2008], [Ratziu, et 
al. 2010], [Sanyal, et al. 2004], [Belfort, et al. 2006], [Jonker, et al. 2010] et sur la fibrose 
hépatique [Mahady, et al. 2011]. Les effets bénéfiques des TZD sur la stéatose ne passeraient 
donc pas par l’activation hépatique de PPARγ mais plutôt par leur action de sensibilisation à 
l’insuline du tissu adipeux. Cette idée est renforcée par le fait qu’un traitement à la 
Rosiglitazone agit de la même façon chez les souris dont PPARγ a été invalidé spécifiquement 
dans le foie [Gavrilova, et al. 2003]. 
La Troglitazone et la Rosiglitazone ont été retirées du marché en 2000 et en 2010 car 
elles augmentaient repsectivement les risques d’insuffisance hépatique mortelle, et d’infarctus 
du myocarde. La Pioglitazone a elle aussi été retirée du marché en 2011, car elle augmente le 
risque de développer un cancer de la vessie [Kermode-Scott 2012]. Bien que ces traitements ne 
soient plus disponibles pour traiter le diabète de type II, ils ont permis de comprendre le 
mécanisme par lequel la prise de masse adipeuse n’est pas forcément une menace pour la 
sensibilité à l’insuline. 
 
 Les inhibieurs des alphaglucosidases intestinales 
Les inhibiteurs des alphaglucosidases intestinales, comme l’acarbose, agissent sur la 
sphère digestive pour limiter l’absorption des glucides. En résulte une diminution de la glycémie 
post-prandiale et à jeun, et de l’hémoglobine glyquée [Kihara, et al. 1997]. Leur effet sur la 
stéatose n’a pas été documenté lors des études cliniques, mais des études animales rapportent 
une moindre accumulation de lipides hépatiques lorsque l’acarbose est ajouté à l’alimentation 
de rats obèses [Inui, et al. 1990], [Lieber, et al. 2004]. 
 
 Les inhibiteurs de la dipeptidyl-peptidase (DPP-4) 
Les gliptines sont des inhibiteurs de la dipeptidyl-peptidase 4 (DPP-4), l’enzyme 
responsable de la dégradation du GLP-1. Le GLP-1 est produit par les cellules L de l’intestin en 
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condition post-prandiale et, en tant qu’incrétine, il est capable de stimuler la sécrétion 
d’insuline. Il peut aussi inhiber la sécrétion de glucagon, de façon directe via son récepteur à la 
surface des cellules α, mais aussi de façon indirecte par l’action de l’insuline ou de la 
somatostatine sur les cellules α [Holst 2007]. Les gliptines permettent d’allonger la durée de vie 
du GLP1, et ont un effet anorexigène, ce qui entraîne une perte de poids. Ils sont bénéfiques 
pour le métabolisme du foie insulino-résistant : la Vildagliptine diminue la production 
hépatique de glucose chez l’Homme [Balas, et al. 2007], ce qui peut être expliqué par la 
diminution du glucagon plasmatique, et le traitement à la Linagliptine de souris obèses et 
insulino-résistantes réduit la stéatose de moitié [Kern, et al. 2012]. Ces agents ayant été mis sur 
le marché il y a une dizaine d’années, il est difficile d’apprécier le rapport bénéfices/effets 
indésirables, par manque de recul suffisant sur ces agents inhibiteurs de la DPP-4. 
 
 Les agonistes doubles de PPARs 
L’agonisme de PPARγ permet la sensibilisation à l’insuline mais, comme décrit plus tôt, 
entraîne une prise de masse grasse. L’agonisme de PPARα, par les fibrates par exemple, permet 
une baisse de l’hypertriglycéridémie, en promouvant la β-oxydation des acides gras dans les 
muscles et dans le foie de rongeurs [Fievet, et al. 2006]. PPARδ est aussi impliqué dans la 
fonction mitochondriale et la β-oxydation, et régule le métabolisme glucidique [Lee, et al. 
2006a]. C’est pourquoi des agonistes agissant sur plusieurs PPARs à la fois on été développés. 
 
Les agonistes de PPARα/γ 
Les études cliniques montrent que ces doubles agonistes entraînent une amélioration 
de la sensibilité à l’insuline, une diminution de l’hémoglobine glyquée, et de la triglycéridémie 
de patients insulino-résistants [Fievet, et al. 2006]. L’un de ces agonistes, le Ragaglitazar, a pour 
effet de diminuer la production hépatique de glucose et la stéatose chez des rats nourris avec 
un régime hyperlipidique [Ye, et al. 2003]. Le fait d’activer ces deux récepteurs nucléaires est 
bénéfique car si l’activation de PPARγ entraîne une prise de poids, une activation concomitante 
de PPARα peut l’empêcher [Carmona, et al. 2005]. Cependant, les études cliniques rapportent 
une légère prise de poids et de nombreux effets secondaires indésirables ont été observés 
(augmentation du risque cardiovasculaire, insuffisance rénale, leucopénie,...). 
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Les agonistes de PPARα/PPARδ 
Une étude clinique rapporte une réduction de la triglycéridémie, de l’HOMA-IR, et de la 
glycémie à jeun après 35 jours de traitement au GFT505 de patients dyslipidémiques et pré-
diabétiques, sans effets secondaires [Cariou, et al. 2011]. Une autre rapporte une amélioration 
de la sensibilité à l’insuline générale et hépatique après 8 semaines de traitement au GFT505 
[Cariou, et al. 2013], et une étude animale confirme son effet bénéfique sur le foie, où la 
stéatose est diminuée chez des souris sous régime déficient en méthionine et choline [Staels, et 
al. 2013]. 
 
 Les inhibiteurs du transporteur de glucose SGLT2 
La réabsorption du glucose par les reins est permise principalement par le transporteur 
SGLT2 (Sodium/Glucose Transporteur 2), dont l’inhibition induit l’élimination du glucose dans 
les urines, entraînant une diminution de la glycémie, sans risquer l’hypoglycémie [Nagata, et al. 
2013]. Lorsque des animaux sont soumis à une infusion de Tofogliflozine ou de Phlorizine en 
condition euglycémique, leur production endogène de glucose est augmentée, ce qui s’explique 
par le fait que, le glucose étant éliminé dans les urines, le foie prend le relai pour conserver une 
glycémie constante, sans pour autant induire une hyperglycémie. 
 
 
Les possibilités de traitement du diabète de type II sont très variées et, régulièrement, 
de nouvelles stratégies voient le jour, mais se retrouvent parfois stoppées en plein élan, du fait 
de fréquents effets secondaires indésirables. L’utilisation d’adipokines bénéfiques a été 
proposée, promettant peu d’effets secondaires, mais les essais cliniques de traitement à la 
leptine ou à l’adiponectine se sont révélés être des échecs. Aujourd’hui, une attention 
particulière est portée sur l’apeline, dont les effets sur le métabolisme énergétique seront 
développés dans la prochaine partie. 
Les acides gras polyinsaturés de la famille des oméga-3 (ω3) sont eux aussi au centre de 
l’attention depuis de nombreuses années : contrairement aux acides gras saturés, leurs effets 
sur le métabolisme énergétique sont bénéfiques dans de nombreux modèles animaux d’obésité 
et de résistance à l’insuline, et plus particulièrement l’EPA, dont les effets sur le métabolisme 
énergétique et sur les adipokines seront développés dans la dernière partie de cette 
introduction. 








Le système Apeline/APJ : Une cible intéressante dans le 
traitement de l’insulino-résistance 
 
I) Description de l’apeline et de son récepteur APJ. 
1) Le récepteur APJ 
Le gène codant pour APJ est localisé chez l’Homme sur la bande q12 du chromosome 11, 
et il possède un exon unique [Kleinz, et al. 2005b]. Lorsqu’il est décrit pour la première fois en 
1993 par O’Dowd et ses collaborateurs [O'Dowd, et al. 1993], c’est un récepteur orphelin et il 
faudra attendre 5 ans pour que son ligand soit découvert. 
C’est un récepteur de type RCPG de 380 acides aminés qui présente une homologie 
globale de 30% avec AT1, le récepteur de type 1 à l’angiotensine II (AngII), et de 40 à 50% dans 
ses régions transmembranaires [O'Dowd, et al. 1993]. C’est pourquoi, avant la découverte de 
l’apeline, il était identifié par ses autres noms, "AG11 orphan receptor" ou "AGTRL1" 
(Angiotensine II receptor-like 1). Cependant l’AngII, membre du système rénine-angiotensine, 
ne l’active pas [Castan-Laurell, et al. 2012], et l’apeline n’active pas le récepteur AT1. De plus, 
l’activation de ces deux récepteurs engendre des réponses biologiques opposées [Barnes, et al. 
2010]. 
En revanche, au cours de ces dernières années, les données se sont accumulées en 
faveur d’une inter-régulation entre les systèmes rénine-angiotensine et apeline/APJ. Tout 
d’abord, in vivo, l’apeline peut bloquer les effets de l’AngII sur la pression artérielle de souris 
[Chun, et al. 2008]. L’infusion d’AngII pendant 24h peut diminuer l’expression cardiaque de 
l’apeline chez le rat [Iwanaga, et al. 2006], et chez des rats hypertendus, l’inhibition d’AT1 
augmente l’expression cardiaque d’apeline et d’APJ [Iwanaga, et al. 2006], [Zhong, et al. 2005]. 
In vitro, les récepteurs APJ et AT1 sont capables de former des hétérodimères, suite à la liaison 
de l’AngII à AT1, ce qui suggère que l’AngII, en se liant à son récepteur, peut modifier la 
conformation d’APJ et sa disponibilité pour l’apeline [Chun, et al. 2008]. Plus récemment, il a 
été démontré que la liaison de l’apeline à APJ peut également induire cette dimérisation, ce qui 
diminue l’affinité de l’AngII pour son récepteur par une inhibition allostérique d’AT1 [Siddiquee, 
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et al. 2013]. Celà pourrait expliquer l’antagonisme mutuel des systèmes rénine-angiotensine et 
apeline/APJ chez l’animal, mais cette hypothèse est à considérer avec précaution, cette 
dimérisation ayant été observée seulement in vitro. 
 
La séquence en acides aminés d’APJ a été conservée au cours de l’évolution : le 
récepteur humain possède 89% d’homologie avec celui du rat et 91% avec celui de la souris 
[Pitkin, et al. 2010].  
Sa distribution est généralisée : chez l’Homme, on retrouve APJ au niveau du système 
central, notamment dans l’hypothalamus [Lee, et al. 2000] et dans de nombreux organes 
périphériques, dont les poumons, le cœur, le tissu adipeux et le placenta [Habata, et al. 1999]. 
Chez la souris, APJ (ARNm et protéine) est également présent dans le cerveau, les poumons, le 
cœur, les reins, l’intestin, les ovaires et l’utérus [Pope, et al. 2012]. Bien que majoritairement 
localisé dans la membrane plasmique, APJ a déjà été localisé dans le noyau de cellules de 




En 1998, à la recherche d’un ligand pour APJ, Tatemoto et ses collaborateurs ont utilisé 
leur stratégie d’identification de ligands de récepteurs orphelins. Elle consiste à traiter des 
cellules en culture, exprimant le récepteur orphelin, avec des extraits de divers organes bovins 
et porcins (cerveau, intestin, estomac), et d’identifier les composés capables d’activer ce 
récepteur. Ils ont donc mesuré l’acidification du milieu de cellules CHO surexprimant APJ. 
L’extrait d’estomac bovin ayant été le plus efficace, après la purification du peptide responsable 
de cette acidification, l’apeline a pu être identifiée [Tatemoto, et al. 1998], et nommée en 
rapport avec son récepteur : APJ Endogenous Ligand. 
 
 Distribution de l’apeline 
Le gène de l’apeline est localisé sur le chromosome humain X, en position Xq25.26.1 
[Lee, et al. 2000], et comporte 3 exons. La séquence peptidique de l’apeline a elle aussi été 
extrêmement bien conservée, les 23 derniers acides aminés étant identiques chez l’Homme, le 
bovin, le rat et la souris [Habata, et al. 1999]. Les 12 derniers acides aminés sont identiques à 
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ceux de l’apeline du poulet, du xénope et du poisson-zèbre [Moon, et al. 2007], et c’est cette 
partie qui se fixe sur le récepteur APJ. 
L’apeline est un peptide exprimé dans quasiment tous les organes. Chez l’Homme, son 
ARN messager est très présent dans le système nerveux central, et on le retrouve également en 
périphérie dans les poumons, le cœur, le tissu adipeux, le pancréas, le duodénum, le colon, le 
placenta, les reins et les testicules. Que ce soit chez l’Homme, le rat ou la souris, l’apeline est 
fréquemment exprimée dans les organes qui expriment aussi APJ [Kleinz, et al. 2005a]. 
 
 Maturation de l’apeline 
L’expression du gène Apln produit la pré-pro-apeline, un peptide de 77 acides aminés. 
Des endopeptidases clivent ce précurseur en pro-apeline, comportant 55 acides aminés. Cette 
pro-apeline, après une succession de clivages enzymatiques dans la partie C-terminale du 
peptide, génère plusieurs formes actives d’apeline, dont l’apeline 36, l’apeline 17, l’apeline 13, 
et l’apeline 13 pyroglutaminée (pyr-Ape13) [Tatemoto, et al. 1998] (Figure 14). 
L’ajout du résidu glutamate à l’extrémité de la pyr-Ape13 lui apporte une plus grande 
stabilité [Kleinz and Davenport 2005a] en lui permettant de retarder la dégradation 
enzymatique que les autres formes subissent rapidement, la demi-vie de l’apeline 36 étant 
estimée à moins de cinq minutes [Japp, et al. 2010]. D’un point de vue évolutif, l’existence de 
ce processus post-traductionnel de protection suggère que l’apeline 13 est essentielle à 
l’organisme [Kleinz and Davenport 2005a]. 
La partie N-terminale de l’apeline est donc variable selon la forme d’apeline considérée. 
Des études in vitro ont montré que l’interaction entre l’apeline et APJ n’entraînera pas les 
mêmes effets selon la forme d’apeline utilisée. Les formes d’apeline 36, 17 et 13 entraînent 
toutes les trois l’internalisation d’APJ [Lee, et al. 2010], [El Messari, et al. 2004], mais son 
recyclage à la membrane plasmique dépend de la forme d’apeline liée : lorsqu’il est lié à 
l’apeline 13, il est rapidement recyclé, alors qu’avec l’apeline 36, il est séquestré dans la cellule 
[Lee, et al. 2010]. Ce phénomène peut faire penser à un mécanisme de désensibilisation, 
comme c’est le cas pour le récepteur à l’insuline. 
Les différentes formes actives de l’apeline ont été étudiées aussi bien in vitro qu’in vivo, 
et ont chacune leur propre efficacité, selon la réponse biologique considérée. De façon 
intéressante, une étude comparant plusieurs formes d’apeline, dont l’apeline 17, a montré que 
les formes les plus actives sur la pression artérielle de rat sont celles qui sont les plus efficaces 
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pour induire une internalisation d’APJ in vitro, ce qui suggère que l’action de l’apeline peut 
dépendre de sa faculté à internaliser son récepteur, et non pas seulement à engendrer un 
signal intracellulaire [El Messari, et al. 2004]. Toutes les formes n’ayant pas été testées pour 
toutes ces études, il est impossible de définir la forme la plus efficace, mais il en ressort que la 
forme apeline 13 est la plus vasoactive, et que, de façon générale, les formes courtes sont les 
plus actives sur la sphère cardiovasculaire [Ladeiras-Lopes, et al. 2008]. 
Ces différentes formes sont présentes en proportions variables, selon les organes qui 
l’expriment : par un dosage ELISA, il a été montré que l’apeline 36 est la forme prédominante 
dans les poumons, les testicules et l’utérus de rat [Kawamata, et al. 2001], en accord avec la 
distribution de son ARN messager ; et par HPLC, il a été montré que chez l’Homme, le cœur 
contient plus de pyr-Ape-13 que d’autres formes d’apeline [Maguire, et al. 2009]. 
 
Dans le plasma, lorsque les niveaux d’apeline sont détectables par les méthodes 
utilisées, de type ELISA ou HPLC, on retrouve surtout l’apeline 17 et, sans surprise, la pyr-Ape-
13, chez l’Homme comme chez le rat [Azizi, et al. 2008], [Miettinen, et al. 2007], [De Mota, et 
al. 2004]. 
L’apeline est aussi retrouvée dans le lait bovin et humain [Aydin 2010], [Aydin 2013], et 
une technique couplant chromatographie et spectrométrie de masse a permis de révéler la 
présence de 46 formes d’apeline dans le colostrum et le lait de bovin, possédant de 12 à 55 
acides aminés [Mesmin, et al. 2011], ce qui signifie que la pré-pro-apeline comporte de 
nombreux sites de clivages. Des endopeptidases contenues dans le lait, comme les protéases à 
sérine ciblant les arginines ou les lysines,  les métalloendopeptidases et les aminopeptidases, 
peuvent être à l’origine de toutes ces formes d’apeline identifiées. Bien que cette technique 
apporte une précision quant à la quantité de formes d’apeline présentes dans les liquides 
biologiques, elle n’a pas permis de doser l’apeline dans le plasma humain. Ce n’est que tout 
récemment que Zhen et al ont réussi à mesurer les différentes formes d’apeline présentes dans 
le plasma humain, par la même technique, améliorée en diminuant le pH du plasma avant 
l’analyse afin de limiter la protéolyse [Zhen, et al. 2013]. Cette étude a confirmé d’une part que 
la pyr-Ape-13 est la forme prédominante dans le plasma humain, et d’autre part que les 
méthodes discriminant des différentes formes d’apeline donnent des valeurs de concentrations 
plasmatiques toujours inférieures à celles obtenues avec les dosages de type ELISA, qui, eux, 
dosent toutes les formes d’apeline présentes.  
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L’ACE2 (Angiotensin Converting Enzyme 2) est une carboxypeptidase capable de cliver la 
phénylalanine située à l’extrémité C-terminale de l’apeline [Vickers, et al. 2002]. Cette 
phénylalanine semble essentielle à l’apeline pour ses effets médiés par APJ, car une 
substitution par une alanine, abroge ses effets sur des cellules CHO [De Mota, et al. 2000] et ses 
effets hypotenseurs chez le rat et agit comme un antagoniste d’APJ in vivo [Lee, et al. 2005]. 
Cependant, cette forme mutée, appelée F13A (une apeline 13 dont la phénylalanine en position 
C-terminale a été remplacée par une alanine), ou d’autres formes d’apeline où ce résidu n’est 
pas présent, ne sont pas toujours inertes [Medhurst, et al. 2003], [El Messari, et al. 2004], et le 
F13A a parfois été décrit comme agoniste in vitro [Fan, et al. 2003], il est donc important de 
comprendre ces divergences. 
 
 
Figure 14. Maturation de l’apeline. 
La préproapeline est clivée en proapeline par des endopeptidases (flèches vertes), préférentiellement 
sur des sites riches en acides aminés basiques. La proapeline est ensuite clivées en diverses formes 
biologiquement actives telles que l’apeline 36, l’apeline 17, l’apeline 13 et l’apeline 13 pyroglutaminée. 
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3) Les voies de signalisation activées par l’apeline 
 Protéines G impliquées dans les effets de l’apeline 
APJ est un RCPG, et il peut être lié à diverses protéines G. La diminution des taux 
intracellulaires d’AMPc entraînée par la liaison de l’apeline à APJ dans les CHO surexprimant 
APJ, et le fait que certains effets de l’apeline sont inhibés par la toxine pertussique [Hosoya, et 
al. 2000], [Masri, et al. 2002], [Yue, et al.], montrent l’implication de protéines Gi. 
La modélisation tridimensionnelle d’APJ prédit une forte affinité pour la protéine Gq 
[Sgourakis, et al. 2005] et effectivement, l’inhibition d’acteurs de la signalisation de cette 









abroge les effets contractiles de l’apeline sur le cœur isolé de rat [Szokodi, et al. 2002]. 
 
 Voies de signalisation 
Les voies PI3K/Akt et ERK peuvent être impliquées dans les effets de l’apeline, comme 
cela a été montré dans un modèle de cellules endothéliales HUVEC, dans lequel l’apeline active 
la kinase P70S6K via ces deux voies [Masri, et al. 2004]. Cette voie de signalisation a été 
observée dans les cardiomyocytes [D'Aniello, et al. 2009], les neurones [O'Donnell, et al. 2007], 
et les cellules musculaires lisses vasculaires [Cui, et al.]. 
 
La NO Synthase endothéliale (eNOS) est elle aussi activée par l’apeline dans la sphère 
cardiovasculaire et métabolique [Tatemoto, et al. 2001], [Hashimoto, et al. 2007], [Dray, et al. 
2008]. Son implication sera détaillée dans les parties II.1 et II.4.B et de ce chapitre. 
 
Notre équipe a pu mettre en évidence que l’apeline, comme l’adiponectine et 
l’adrénaline [Xu, et al. 2011], est capable d’induire la phosphorylation de l’AMPK, un acteur clé 
dans la régulation du métabolisme énergétique [Dray, et al. 2008], [Attane, et al. 2011].  
 
Récemment, une nouvelle voie de signalisation d’APJ a été mise en évidence. 
L’activation d’APJ mène à une augmentation de l’activation de MEF-2 (Myocyte Enhancer 
Factor 2) dans des cellules endothéliales HUVEC [Kang, et al. 2013]. Cette activation est 
indépendante de Gq et Gi, mais dépendante de Gα13, qui est pour la première fois associée à 
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des effets de l’apeline. Il n’a cependant pas été déterminé si cet effet est dépendant de la 
liaison de l’apeline à APJ [Loot, et al. 2013]. 
 
II) Rôles du système Apeline/APJ dans la physiopathologie 
L’apeline exerce des effets variés dans de nombreux organes, cette partie résume les 
effets connus sur la sphère cardiovasculaire, centrale, gastro-intestinale et métabolique. 
 
1) Rôle du système Apeline/APJ dans la sphère cardiovasculaire  
L’apeline joue un rôle dans la régulation de la pression artérielle et de la vasomotricité. 
Une injection intraveineuse d’apeline 13  diminue la pression artérielle chez des rats sains 
[Tatemoto, et al. 2001]. Cet effet hypotenseur est le résultat de l’activation de l’eNOS dans les 
cellules endothéliales. Le NO produit dans ces cellules diffuse dans les cellules musculaires 
lisses des vaisseaux sanguins et active la guanylyl cyclase, qui produit du GMPc. Cela entraîne 
une relaxation des cellules musculaires lisses, et donc une vasodilatation [Tatemoto, et al. 
2001], [Ishida, et al. 2004]. Par contre, en se liant à APJ sur les cellules musculaires lisses, 
l’apeline a l’effet inverse : l’activation de la protéine Gi induit une vasoconstriction [Hashimoto, 
et al. 2006]. Cependant, l’effet de l’apeline sur les cellules endothéliales est prépondérant sur 
ce dernier lorsque l’endothélium est fonctionnel [Kleinz and Davenport 2005a]. 
L’apeline est à ce jour le plus puissant inotrope identifié in vitro et in vivo chez le rat 
[Szokodi, et al. 2002]. En activant la protéine Gq des cardiomyocytes, l’apeline induit 
l’activation de la PLC. Elle va produire des DAG et des IP3, qui induisent l’augmentation du 
calcium intracellulaire permettant la contraction musculaire. Chez l’Homme, les taux d’apeline 
sont plus élevés chez les patients insuffisants cardiaques, et s’effondrent dans les stades tardifs 
de l’insuffisance cardiaque [Japp, et al. 2008b]. De façon intéressante, des études cliniques ont 
montré que l’amélioration de la fonction cardiaque est accompagnée d’une ré-augmentation 
des taux d’apeline [Francia, et al. 2007], [Chen, et al. 2003]. Ces dernières années, une équipe 
écossaise a pu mesurer les effets de l’apeline sur le système cardiovasculaire de sujets sains et 
atteints d’insuffisance cardiaque. Lorsqu’elle est injectée dans la veine de l’avant-bras de 
patients sains, l’apeline provoque une vasodilatation, qui est bloquée par un inhibiteur de la 
eNOS [Japp, et al. 2008a]. Lorsqu’elle est injectée en intra-coronaire, elle induit une 
augmentation du débit coronaire ; et une injection systémique augmente l’index cardiaque et 
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diminue la pression artérielle moyenne, la résistance vasculaire, et augmente la fréquence 
cardiaque. Hormis l’effet sur la fréquence cardiaque, tous ces effets sont conservés chez les 
insuffisants cardiaques, cela montre que l’agonisme d’APJ a un possible intérêt thérapeutique 
dans ces pathologies [Japp, et al. 2010]. 
 
L’apeline est capable d’induire la prolifération cellulaire dans plusieurs modèles de 
cellules endothéliales [Masri, et al. 2004], [Kasai, et al. 2004], [Cox, et al. 2006], et son fort 
pouvoir angiogénique est rendu possible grâce à la stimulation de la voie ERK [Masri, et al. 
2004]. Lors de l’angiogenèse, APJ est fortement exprimé lors de la formation des vaisseaux, et 
son expression diminue lorsque la vasculature se stabilise [Saint-Geniez, et al. 2003]. Le rôle 
pro-angiogénique de l’apeline en fait un agent potentiellement pro-tumorigénique. 
L’expression de l’apeline et d’APJ dans les tumeurs est associée à l’issue clinique de certains 
cancers humains [Rayalam, et al. 2011], ce qui a mené à proposer l’antagonisme d’APJ comme 
une possible stratégie dans le traitement de cancers. 
 
2) Rôle du système Apeline/APJ dans le système nerveux central 
Par la présence des ARN messagers de l’apeline et d’APJ dans de nombreuses structures 
du système nerveux central, l’apeline a la double casquette de messager endocrine et nerveux. 
Au sein du l’hypothalamus, la présence de l’apeline et d’APJ est concomitante dans le noyau 
paraventriculaire, le noyau supra-optique et le noyau arqué. Les neurones apelinergiques sont 
également, entre autres, vasopressinergiques [Lee, et al. 2000] et à pro-opiomélanocortine 
(POMC) [Reaux-Le Goazigo, et al. 2011], impliquant des effets sur le comportement alimentaire 
(prise hydrique et prise alimentaire). 
 
A) Régulation des fluides corporels et de la prise hydrique 
La colocalisation de l’apeline et de la vasopressine dans les neurones hypothalamiques 
[Reaux, et al. 2001], [De Mota, et al. 2004] a mis l’équipe de Catherine Llorens-Cortès sur la 
piste d’une possible inter-régulation entre ces deux hormones. La vasopressine est une neuro-
hormone qui permet la réabsorption de l’eau par les reins, elle est donc antidiurétique. Cette 
équipe a montré qu’une injection intra-cérébroventriculaire (icv) d’apeline, ciblant 
l’hypothalamus, diminue les taux de vasopressine [Reaux, et al. 2001], ce qui entraîne une 
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diurèse [De Mota, et al. 2004], [Reaux, et al. 2001]. La vasopressine peut réguler la production 
d’apeline, car l’inhibition des récepteurs à la vasopressine bloque l’augmentation du contenu 
neuronal en apeline suite à une privation d’eau [Reaux-Le Goazigo, et al. 2004] et l’injection de 
vasopressine augmente son contenu. 
Au niveau d’une régulation de la prise hydrique par l’apeline, certaines études ont 
montré que l’injection icv de pyr-Ape-13 réduit la prise hydrique de rats privés d’eau pendant 
24h [Reaux, et al. 2001]. Par contre, chez des rats qui n’ont pas été privés d’eau, une injection 
icv d’apeline a l’effet inverse : la prise hydrique est augmentée [Taheri, et al. 2002], le même 
résultat ayant été obtenu chez des animaux chez qui l’apeline a été injectée en périphérie [Lee, 
et al. 2000]. 
 
B) Régulation  de la prise alimentaire 
L’injection icv d’apeline-13 n’a pas d’effet sur la prise alimentaire d’animaux en 
condition nourrie [Taheri, et al. 2002], [Duparc, et al. 2011]. Après un jeûne par contre, 
l’apeline augmente la prise alimentaire de façon dose-dépendante dans l’étude de Taheri et al 
[Taheri, et al. 2002], mais pas dans l’étude de Drougard et al provenant de notre équipe, 
utilisant une dose plus faible [Drougard, et al. 2013]. Une injection icv chronique d’apeline 
augmente la prise alimentaire après un jeûne à partir de 4 jours de traitement, et entraîne une 
prise de poids plus importante que les souris recevant la solution saline [Valle, et al. 2008]. A 
l’inverse, un effet inhibiteur de l’apeline sur la prise alimentaire a été décrit chez le rat nourri et 
à jeun [Sunter, et al. 2003], [Clarke, et al. 2009].  
 
Toutes ces données montrent que l’apeline centrale semble jouer un rôle dans la 
régulation de la prise  hydrique et alimentaire, cependant les données discordantes montrent 
bien que ses effets dépendent de la dose utilisée, du modèle animal, de la façon de délivrer 
l’apeline, et de l’état hydrique, nutritionnel et métabolique des animaux chez qui l’apeline est 
injectée. En effet, l’état métabolique est un paramètre important à prendre en compte : dans 
l’étude de Clarke et al, l’injection icv d’apeline chez des rats rendus obèses par un régime gras 
ne diminue pas la prise alimentaire comme c’est le cas chez des rats normaux [Clarke, et al. 
2009]. Les auteurs ont observé une diminution de l’expression hypothalamique d’APJ suite à 
l’injection d’apeline chez les rats nourris avec le régime gras, ce qui expliquerait l’absence 
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d’effet de l’apeline [Clarke, et al. 2009]. L’injection périphérique d’apeline ne modifie pas non 
plus la prise alimentaire de souris obèses et résistantes à l’insuline, mesurée sur une période de 
24h [Attane, et al. 2012]. 
Une attention particulière doit être portée aux effets de l’apeline centrale, et une étude 
comparative minutieuse, utilisant plusieurs doses d’apeline, sur des plages de temps de mesure 
identiques, permettrait de déterminer de façon claire si oui ou non, l’apeline centrale joue un 
rôle dans la régulation de la prise alimentaire, en condition physiologique mais aussi 
pathologique, telle que l’obésité et le diabète de type II. 
 
3) Rôle du système Apeline/APJ dans la sphère gastrointestinale  
L’apeline est exprimée par les cellules endocrines et exocrines de la muqueuse 
gastrique, et le long du tube digestif (duodénum, jéjunum et iléon) [Wang, et al. 2004]. Etant 
excrétée dans la lumière digestive, elle y a un effet paracrine. In vitro, le traitement d’une 
lignée cellulaire entéroendocrine avec l’apeline stimule la prolifération et la sécrétion de 
cholécystokinine par l’activation de la voie MAPK [Wang, et al. 2004]. Tout récemment, une 
étude a confirmé in vivo l’augmentation de la cholécystokinine, mais a également montré q’une 
injection iv d’apeline pouvait augmenter la concentration plasmatique de GLP-1 [Wattez, et al. 
2013], soulignant son rôle dans la régulation du métabolisme glucidique, qui sera détaillé dans 
la partie II.4.B de ce chapitre. 
Une injection iv d’apeline induit aussi la sécrétion d’acide gastrique, dépendante de 
l’histamine chez le rat [Ohno, et al. 2012]. Sur des glandes gastriques de lapin ex vivo, l’apeline 
est capable d’inhiber la sécrétion d’acide gastrique induite par la gastrine, mais pas celle induite 
par l’histamine [Lambrecht, et al. 2006]. Cependant dans cette étude, l’apeline seule ne stimule 
pas la sécrétion d’acide gastrique. 
La motilité gastro-intestinale peut elle aussi être modulée par l’apeline : une injection 
icv inhibe la vidange gastrique, et le transit intestinal et colique de souris [Lv, et al. 2013]. Par 
contre, une injection ip d’apeline n’a aucun effet sur la vidange gastrique [Lv, et al. 2013]. 
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4) Rôle du système Apeline/APJ dans le métabolisme énergétique. 
Depuis 2005, les travaux de notre équipe ont permis de démontrer que l’apeline fait 
partie de la famille des adipokines, puisqu’elle est exprimée et sécrétée par les adipocytes 
[Boucher, et al. 2005]. De plus, sa concentration plasmatique est augmentée en condition 
d’obésité, aussi bien chez l’Homme que chez les animaux [Boucher, et al. 2005]. Chez les sujets 
diabétiques, l’apelinémie est également augmentée [Dray, et al. 2010], [Li, et al. 2006], 
[Soriguer, et al. 2009], à l’exception des sujets diabétiques qui n’ont pas été traités par des 
antidiabétiques [Erdem, et al. 2008]. 
 
L’expression adipocytaire de l’apeline chez les souris db/db est corrélée à l’insulinémie, 
et l’insuline stimule l’expression de l’apeline dans les cellules 3T3-F442A [Boucher, et al. 2005].  
D’autres facteurs circulants peuvent moduler l’expression de l’apeline adipocytaire, 
comme le TNFα [Daviaud, et al. 2006] qui l’augmente, et l’aldostérone [Jiang, et al. 2013], et la 
vitamine C [Garcia-Diaz, et al. 2007] qui la diminuent. L’activation du récepteur nucléaire 
PGC1α [Mazzucotelli, et al. 2008] peut stimuler l’expression de l’apeline dans les adipocytes 
murins et humains, et le facteur de transcription HIF (hypoxia-inducible factor) l’augmente 
également dans les adipocytes murins [Glassford, et al. 2007] et humains [Geiger, et al. 2011]. 
Il a également été montré que l’acide lipoïque [Fernandez-Galilea, et al. 2011] et l’acide 
eicosapentaénoïque (EPA) [Lorente-Cebrian, et al. 2010], un acide gras polyinsaturé de la 
famille des ω3, peuvent augmenter l’expression adipocytaire de l’apeline, et cette régulation 
sera détaillée dans le chapitre suivant. 
 
A) Régulation de la production et de la sécrétion de l’insuline 
L’apeline est capable de réguler la sécrétion d’insuline, via APJ, qui est présent sur les 
cellules β des ilots de Langerhans. L’apeline, elle, est présente dans les cellules α et β de 
nombreuses espèces [Ringstrom, et al. 2010], ce qui suggère un effet autocrine et paracrine de 
l’apeline dans le pancréas. Un modèle in vitro de cellules sécrétrices d’insuline, la lignée INS-1, a 
permis de mettre en évidence un effet direct de l’apeline sur la cellule β. En effet, la sécrétion 
d’insuline stimulée par le glucose ou le GLP-1 est diminuée par l’apeline [Guo, et al. 2009] en 
activant la phosphodiestérase PDE3B, de façon dépendante de la PI3K. Des îlots de Langerhans 
isolés de souris et traités à l’apeline sécrètent moins d’insuline [Sorhede Winzell, et al. 2005], et 
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in vivo, une injection d’apeline limite la sécrétion d’insuline stimulée par le glucose chez des 
souris normales et résistantes à l’insuline [Sorhede Winzell, et al. 2005]. La plus forte 
concentration d’apeline plasmatique chez les patients diabétiques peut sembler contradictoire 
avec ces résultats, cependant Guo et al ont montré que l’apeline peut avoir un effet 
biphasique : elle perd son effet sur la sécrétion d’insuline à de fortes concentrations, ce qui 
suggère que chez les patients diabétiques, l’apelinémie étant plus élevée, elle aurait un effet 
moindre sur la sécrétion d’insuline [Guo, et al. 2009]. De plus, les îlots de Langerhans d’animaux 
diabétiques de type II contiennent plus d’apeline que les animaux non diabétiques [Ringstrom, 
et al. 2010]. 
Dans le diabète de type I, caractérisé par l’apoptose des cellules β, l’apelinémie est 
augmentée chez des enfants [Meral, et al. 2010] et adultes diabétiques [Alexiadou, et al. 2012], 
et chez des rats traités avec de la streptozotocine, qui détruit les cellules β [Falcao-Pires, et al. 
2010]. De façon intéressante, chez des souris Akita, un modèle murin de diabète de type I, un 
traitement chronique de 10 semaines à l’apeline augmente la production d’insuline, et cet effet 
passe par une atténuation du stress du RE dans les cellules β [Chen, et al. 2011], il est donc 
possible que l’augmentation de l’apelinémie chez les patients diabétiques de type I soit une 
réponse de l’organisme permettant de ralentir la destruction des cellules β. 
 
B) Effets de l’apeline sur la sensibilité à l’insuline et sur le métabolisme énergétique 
a) Effets de traitements aigus à l’apeline. 
 Effets sur la sensibilité à l’insuline 
Au niveau de l’organisme dans son ensemble, chez des souris normales, une injection iv 
d’apeline diminue la glycémie de souris normales. De plus, elle améliore la tolérance au glucose 
de ces souris, mais aussi de souris obèses et insulino-résistantes [Dray, et al. 2008]. Lors d’un 
clamp euglycémique-hyperinsulinémique, l’infusion continue d’apeline pendant le clamp induit 
une augmentation de l’entrée du glucose dans les organes périphériques tels que le tissu 
adipeux blanc et les muscles, aussi bien chez les souris normales qu’obèses et résistantes à 
l’insuline [Dray, et al. 2008]. 
Les muscles étant le principal lieu d’entrée du glucose, le mécanisme des effets de 
l’apeline y a été étudié. Comme dans les cellules endothéliales [Tatemoto, et al. 2001], les 
effets de l’apeline sur le muscle passent par une activation de l’eNOS, ce qui a été démontré en 
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traitant des souris eNOS
-/-
, chez qui l’apeline perd son effet sur le transport de glucose dans le 
muscle soléaire [Dray, et al. 2008]. L’implication du NO dans le transport de glucose stimulé par 
l’insuline avait déjà été observée dans le muscle in vivo [Roy, et al. 1998]. Bien qu’il n’ait pas été 
déterminé si une éventuelle vasodilatation locale est à l’origine de la meilleure sensibilité à 
l’insuline des muscles, la dose d’apeline utilisée dans l’étude de Dray et al n’a pas d’effet sur la 
pression artérielle ni sur la fréquence cardiaque. L’implication d’une production de NO dans les 
effets de l’apeline sur le transport de glucose musculaire n’a pas été retrouvée dans des cellules 
C2C12 dans l’étude de Yue et al [Yue, et al. 2010], cependant il a déjà été montré que 
l’inhibiteur d’eNOS utilisé, le L-NAME, n’inhibe pas les effets sur le transport de glucose basal et 
induit par l’insuline in vitro [Roy, et al. 1998]. 
Les études in vitro et ex vivo sur le muscle montrent que le traitement avec l’apeline 
augmente également leur transport de glucose basal et ce, par une augmentation de la 
phosphorylation d’Akt [Dray, et al. 2008], [Yue, et al.], indépendamment de l’insuline mais tout 
de même dépendante de la protéine Gi, car inhibée par la toxine pertussique (19861585 [Yue, 
et al.]. Ainsi, l’apeline potentialise les effets de l’insuline en ce qui concerne le transport de 
glucose, mais elle a aussi un effet propre, ce qui suggérait l’existence d’une voie de signalisation 
de l’apeline indépendant de l’insuline. Et en effet, l’apeline induit la phosphorylation de l’AMPK 
dans le muscle isolé [Dray, et al. 2008]. L’utilisation du composé C, un inhibiteur de l’AMPK, sur 
les myotubes [Yue, et al. 2010], et l’inefficacité de l’injection d’apeline chez des souris 
exprimant un mutant négatif dominant de l’AMPK spécifiquement dans le muscle (AMPK-DN) 
[Dray, et al. 2008], ont pu confirmer l’implication de l’activation de l’AMPK dans cet effet de 
l’apeline indépendant de l’insuline sur le muscle. 
Au niveau du tissu adipeux, le transport du glucose en réponse à l’apeline sur adipocytes 
isolés de souris n’a pas été mesuré. Par contre, sur explant de tissu adipeux humain, l’apeline 
l’augmente, en activant l’AMPK [Attane, et al. 2011], et dans les adipocytes 3T3-L1 aussi, par un 
mécanisme dépendant de la voie PI3k/Akt [Zhu, et al. 2011]. De plus, dans des 3T3-L1 rendus 
insulino-résistants par le TNFα, l’apeline bloque l’augmentation de l’expression d’IL-6, et 
augmente le transport de glucose stimulé par l’insuline [Zhu, et al. 2011].  
 
 Effet de l’apeline intestinale sur l’absorption de glucose 
Notre équipe a récemment mis en évidence un rôle du système apeline/APJ dans 
l’absorption intestinale du glucose. Tout d’abord, l’apeline et APJ sont présents dans les 
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entérocytes. De plus, le glucose ingéré peut induire rapidement la sécrétion d’apeline dans la 
lumière intestinale chez la souris [Dray, et al. 2013]. Cette étude montre également que lorsque 
la pyr-Ape-13 est administrée per os, la quantité de transporteurs de glucose SGLT1 est 
diminuée dans les entérocytes, alors que celle de GLUT2 est augmentée via l’activation de 
l’AMPK. Cela se traduit par une augmentation de l’absorption intestinale de glucose. Ces 
résultats semblent indiquer que l’arrivée de glucose dans l’intestin entraîne sa propre 
absorption, en induisant la sécrétion d’apeline. On sait qu’une augmentation transitoire de la 
glycémie dans la veine porte induit la sécrétion rapide d’insuline [Fukaya, et al. 2007], et une 
amélioration de la sensibilité à l’insuline [Burcelin, et al. 2000], [Delaere, et al. 2010]. Ainsi, 
l’apeline, qui induit le transport de glucose dans les organes [Dray, et al. 2008], pourrait ainsi 
agir en amont en assurant l’absorption de glucose par les entérocytes et la sécrétion rapide 
d’insuline, en augmentant la sécrétion de GLP-1 [Wattez, et al. 2013] et la glycémie portale. 
 
 Effets de l’apeline centrale sur le métabolisme glucidique 
Suite à la description des effets de l’apeline injectée en périphérie sur le métabolisme 
glucidique [Dray, et al. 2008], et parce que les niveaux hypothalamiques d’apeline sont élevés 
dans plusieurs modèles de résistance à l'insuline [Reaux-Le Goazigo, et al. 2011], notre équipe 
s’est intéressée aux effets de l’apeline centrale sur le métabolisme glucidique, en condition 
normale, et en condition de résistance à l’insuline. 
L’étude de Duparc et al a montré que l’apeline centrale régule la glycémie. L’injection icv 
d’une dose d’apeline de 20.10
-3
 fmoles augmente la tolérance au glucose et à l’insuline de 
souris nourries avec un régime normal, et diminue la glycémie en condition nourrie [Duparc, et 
al. 2011]. Ces effets sont médiés par l’activation de l’eNOS hypothalamique. En condition de 
diabète de type II, l’activation de l’eNOS est altérée [Cabou, et al. 2007], et cette étude montre 
que l’injection icv d’apeline n’a effectivement pas d’effet bénéfique chez des souris insulino-
résistantes nourries avec un régime riche en lipides. 
De façon surprenante, cette étude montre qu’une dose plus élevée (40 fmoles), 
correspondant à la moitié de la quantité d’apeline présente dans l’hypothalamus, altère 
l’homéostasie glucidique : la tolérance au glucose et à l’insuline sont diminuées, et la glycémie à 
jeun est augmentée, alors que la glycémie nourrie reste inchangée. Cette dose d’apeline 
n’implique pas l’eNOS, et l’étude de Drougard et al publiée cette année a montré que cette 
dose d’apeline agit en faisant intervenir la production d’H2O2 hypothalamique, ainsi que 
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l’activation du système nerveux sympathique, ce qui résulte en une augmentation de la 
production endogène de glucose par le foie [Drougard, et al. 2013]. En effet, chez les souris 
nourries en régime normal, cette dose d’apeline stimule la glycogénolyse et la néoglucogenèse, 
et chez les souris insulino-résistantes, cette dose stimule seulement la glycogénolyse, la 
néoglucogenèse étant déjà sur-activée en condition de résistance à l’insuline. 
Ces travaux novateurs ont permis de mettre en évidence un effet de l’apeline centrale 
dans le contrôle de l’homéostasie glucidique, mais aussi qu’une quantité importante d’apeline 
dans l’hypothalamus est capable de provoquer un état de résistance à l’insuline chez la souris, 
ce qui n’avait jusqu’alors jamais été observé. 
 
 Effets sur le métabolisme lipidique 
Peu de publications décrivent des effets aigus de l’apeline sur le métabolisme lipidique. 
Masaki et al ont montré qu’après une injection icv d’apeline de l’ordre du nano molaire, chez 
des souris nourries avec un régime normal, stimule l’activité sympathique des nerfs innervant le 
tissu adipeux brun chez le rat, ce qui se traduit par une augmentation de sa température et de 
l’expression génique d’UCP1 dans ce tissu, qui est bénéfique [Masaki, et al. 2012]. Cette même 
équipe, dans l’étude d’Higuchi et al, a montré qu’une injection ip d’apeline augmente la 
température rectale et la dépense énergétique des souris normales [Higuchi, et al. 2007]. 
 
Cela montre que l’apeline peut agir en périphérie aussi bien qu’au niveau central pour 
contrôler l’entrée et/ou l’utilisation de substrats énergétiques, et que son action centrale peut 
être bénéfique où délétère, selon la dose utilisée. Par contre, tous les effets métaboliques 
étudiés après une injection d’apeline en périphérie sont bénéfiques pour la sensibilité à 
l’insuline. 
 
b) Effets de traitements chroniques à l’apeline 
Plusieurs traitements chroniques à l’apeline ont été réalisés chez la souris en condition 
de résistance à l’insuline, par notre équipe et par d’autres. 
Dans l’étude d’Higuchi et al, des souris rendues résistantes à l'insuline par un régime 
contenant 60% de lipides pendant 6 semaines ont été traitées quotidiennement par une 
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injection ip de 0,1 μmol/kg/jour d’apeline, pendant les 2 dernières semaines [Higuchi, et al. 
2007]. 
Le traitement chronique mis en place dans notre équipe, a été administré à des souris 
qui ont été soumises à un régime contenant 45% de lipides à l’âge de 10 semaines pendant 16 
semaines, le traitement quotidien avec la même dose d’apeline ayant eu lieu pendant les 4 
dernières semaines [Attane, et al. 2012]. 
Une autre équipe a étudié les effets d’un traitement chronique à l’apeline, à l’aide de 
mini-pompes osmotiques à une dose de 2 mg/kg/jour, mais cette fois-ci chez des souris db/db 
âgées de 9 semaines, pendant 2 semaines, ou chez des souris Ape
-/-
 âgées de 12 semaines, qui 
sont moins sensibles à l’insuline que les souris wt sous régime normal, pendant 4 semaines 
[Yue, et al. 2010]. 
Tous les effets de ces traitements qui sont rapportés dans cette partie ont été observés 24h 
après la dernière injection d’apeline, lorsqu’elle était administrée intrapéritonéalement. 
 
Ces 3 études montrent une diminution de la prise de poids et de l’insulinémie à jeun des 
souris, quelle que soit la durée du traitement ou le mode d’administration de l’apeline. 
 
 Effets sur la masse grasse et les adipokines circulantes 
Dans l’étude d’Higuchi et al, le traitement à l’apeline a pour effet de diminuer le poids 
des dépôts adipeux et la taille adipocytaire après 2 semaines de traitement. De plus, la 
leptinémie à jeun est diminuée et l’adiponectinémie augmentée, résultant de la diminution de 
la masse grasse et de la taille des adipocytes [Higuchi, et al. 2007]. Dans l’étude d’Attané et al, 
la prise de masse grasse est aussi diminuée chez les souris traitées à l’apeline, mais les 
concentrations plasmatiques de leptine et d’adiponectine en condition nourrie ne sont pas 
modifiées [Attane, et al. 2012]. On note que chez les souris Ape
-/-
, l’adiponectinémie est 
diminuée par rapport aux souris wt, et l’infusion d’apeline l’augmente [Yue, et al. 2010], mais 
cela n’a pas été mesuré chez les souris Ape
-/-
 nourries avec le régime hypercalorique. 
 
 Effets sur le métabolisme glucidique et la résistance à l’insuline 
L’étude d’Attané et al montre que les souris traitées à l’apeline ont, en plus de 
l’insulinémie, une glycémie à jeun diminuée, et que leur tolérance au glucose et à l’insulinémie 
sont améliorées par rapport aux souris traitées au PBS et ce, dès 3 semaines de traitement 
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[Attane, et al. 2012]. Ce traitement améliore également la sensibilité à l’insuline des muscles, 
puisque le transport de glucose stimulé par l’insuline dans le muscle est augmenté, ce qui 
participe à la diminution de la glycémie observée. 
L’étude de Yue et al montre une amélioration de la tolérance au glucose et à l’insuline, 
et une amélioration de la phosphorylation d’Akt stimulée par l’insuline dans le muscle chez les 
souris Ape
-/- 
nourries avec un régime normal et traitées à l’apeline [Yue, et al. 2010]. Cela 
confirme une synergie entre l’apeline et l’insuline in vivo dans le muscle, déjà observée lors 
d’une simple injection d’apeline [Dray, et al. 2008]. Cependant, on ne sait pas si l’apeline peut 
toujours restaurer la sensibilité à l’insuline chez des souris Ape
-/-
 nourries avec un régime 
hypercalorique. 
 
 Effets sur les lipides circulants et le métabolisme lipidique 
Le tissu adipeux insulino-résistant est caractérisé par une lipolyse non contrôlée, et les 
souris résistantes à l'insuline traitées à l’apeline pendant 2 semaines [Higuchi, et al. 2007] 
présentent une réduction des concentrations plasmatiques d’AGL. 
Les souris Ape
-/-
 présentent une augmentation plasmatique des AGL et du glycérol, 
reflétant une lipolyse augmentée, par rapport aux souris wt [Yue, et al.], et l’infusion de ces 
souris avec l’apeline a pour effet de diminuer les AGL plasmatiques [Yue, et al.]. Dans cette 
étude, l’apeline est capable d’inhiber l’effet stimulateur de l’isoprotérénol sur la lipolyse dans 
des adipocytes isolés de souris et 3T3-L1, en agissant sur la phosphorylation inhibitrice de la 
LHS. Cet effet implique l’activation de l’AMPK, et passe par les protéines Gq et Gi. Ces résultats 
ont été confirmés par l’étude de Than et al, qui a montré que l’apeline diminue la libération 
d’AGL par les adipocytes 3T3-L1, par un mécanisme impliquant l’activation de l’AMPK via Gq 
[Than, et al. 2012]. Dans ces adipocytes, l’apeline bloque la lipolyse en augmentant la quantité 
de périlipine autour des vacuoles lipidiques, leur apportant une plus grande stabilité, les 
rendant ainsi résistants aux lipases [Than, et al. 2012]. 
 
Dans l’étude d’Higuchi et al, le traitement à l’apeline diminue la triglycéridémie, et 
augmente l’expression d’UCP1 dans le tissu adipeux brun, et celle d’UCP3 dans le muscle des 
souris normales [Higuchi, et al. 2007]. Cela semblait indiquer une augmentation de l’activité 
catabolique des acides gras, en accord avec l’augmentation de leur température rectale suite à 
une injection d’apeline, cependant les effets de cette injection ip d’apeline sur le métabolisme 
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lipidique n’ont pas été étudiés de façon précise, et n’ont pas été explorés chez des souris 
obèses et insulino-résistantes. 
Notre équipe a montré qu’après 4 semaines de traitement chez des souris obèses et 
insulino-résistantes, l’apeline n’induit pas une augmentation de la température rectale, mais 
elle permet de diminuer le quotient respiratoire, ce qui reflète l’augmentation de l’utilisation 
globale des lipides [Attane, et al. 2012]. Lorsqu’elles sont nourries avec un régime 
hyperlipidiques (HFD, high fat diet), des souris transgéniques surexprimant l’apeline ont une 
dépense énergétique et une température rectale augmentées par rapport aux souris wt 
[Yamamoto, et al. 2011], ce qui confirme que l’apeline joue un rôle dans l’utilisation des lipides. 
Toutes ces données suggèrent une plus forte utilisation des lipides suite à un traitement 
à l’apeline. En effet, l’étude d’Attané et al [Attane, et al. 2012] a montré par microscopie 
électronique qu’après le traitement à l’apeline, les muscles des souris contiennent plus de 
mitochondries intramyofibrillaires, dont l’ultrastructure n’est pas altérée, et l’expression de 
PGC1a, NRF1 (nuclear respiratory factor 1) et TFAM (Mitochondrial Transcription Factor A) des 
marqueurs de la biogenèse mitochondriale, est augmentée. Cela est reflété par une 
augmentation de la β-oxydation complète, sans pour autant augmenter les DAG 
intramusculaires, délétères pour la sensibilité à l’insuline, et en diminuant la quantité d’acylCN, 
eux aussi délétères, et augmentés par le régime hyperlipidique, expliquant la meilleure 
sensibilité à l’insuline des muscles en ce qui concerne le transport de glucose. Ces effets de 
l’apeline dans le muscle sont associés à une augmentation de la phosphorylation de l’AMPK, et 
sont complètement abrogés chez des souris AMPK-DN, ce qui montre que les effets de l’apeline 
sur la biogenèse mitochondriale et la β-oxydation nécessitent l’activation de l’AMPK. Ces effets 
sur le muscle sont confortés par l’étude de souris transgéniques surexprimant le gène de 
l’apeline [Yamamoto, et al. 2011] : outre l’augmentation de la dépense énergétique et de la 
température rectale, ces souris prennent moins de poids, sous régime normal et sous régime 
gras, et prennent moins de masse grasse sous régime gras. Au niveau du muscle, la 
mitochondriogenèse et le nombre de fibres musculaires oxydatives sont augmentés, ce qui 
peut expliquer que les souris transgéniques utilisent plus les lipides que les souris wt. De plus, 
ils observent une augmentation de la vasculogenèse dans le muscle, qui peut également 
participer à l’augmentation de la dépense énergétique de ces animaux. 
Une autre étude récente propose elle aussi un mécanisme indirect de l’apeline dans le 
maintient ou le rétablissement d’une sensibilité à l’insuline: la promotion de la croissance 
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vaisseaux sanguins et lymphatiques [Sawane, et al. 2013]. En effet les souris Ape
-/-
 soumises à 
un régime gras présentent des anormalités lymphatiques et une perméabilité de l’endothélium, 
qui promeuvent la différenciation adipocytaire. Dans la même étude, les souris transgéniques 
surexprimant l’apeline, elles, ne présentent pas de dysfonction endothéliale et ont une masse 
adipeuse moins développée que les souris wt, mais cela n’a pas été étudié sous régime 
hyperlipidique. 
 
Ainsi, les traitements chroniques à l’apeline montrent bien que malgré sa courte demi-
vie [Japp, et al. 2008a], un traitement chronique quotidien suffit à améliorer la sensibilité à 
l’insuline des souris [Higuchi, et al. 2007], [Attane, et al. 2012] (Figure 15). Bien que tous les 
traitements chroniques n’induisent pas une diminution significative de la glycémie à jeun des 
souris obèses et insulino-résistantes, tous entraînent une diminution de l’insulinémie, cela peut 
donc être la conséquence d’une meilleure sensibilité à l’insuline systémique, tout comme un 
effet direct de l’apeline exogène sur le pancréas. De plus, en activant l’AMPK, l’apeline exerce 
des effets propres, indépendamment de l’insuline, ce qui est un mécanisme intéressant en 
condition de résistance à l’insuline, et fait donc de l’apeline une cible thérapeutique 
intéressante dans le traitement du diabète de type II. 
 
Figure 15. Les effets de traitements chroniques à l’apeline sur des souris obèses et résistantes 
à l’insuline nourries avec un régime hyperlipidique. 
D’après [Higuchi, et al. 2007] (flèches bleues) et [Attane, et al. 2012] (flèches roses). 
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Le fait que l’apelinémie soit augmentée chez les patients obèses, mais que l’apeline 
exerce des effets bénéfiques sur la sensibilité à l’insuline chez les souris, suggère d’une part que 
l’augmentation de ses taux plasmatiques chez les patients insulino-résistants est probablement 
une réponse compensatoire pour retarder l’apparition de la résistance à l’insuline, et d’autre 
part qu’il n’existerait pas de résistance périphérique à l’apeline. 
 
III) Le système Apeline/APJ et le foie 
Dans les études comparant l’expression génique de l’apeline ou d’APJ dans divers 
organes, le foie apparaît toujours comme un "contrôle négatif", où ils sont très faiblement 
exprimés, voire pas du tout [O'Carroll, et al. 2000], [Lee, et al. 2000], [Hosoya, et al. 2000], 
[Kawamata, et al. 2001], [Boucher, et al. 2005], [Dray, et al. 2008].  
Pourtant en 2001, Tatemoto et ses collaborateurs avaient détecté l’apeline par 
immunohistochimie sur des coupes de foie de rat [Tatemoto, et al. 2001]. Elle y est exprimée 
par les cellules endothéliales des veines portales et centro-lobulaires, mais aussi par les cellules 
de Küpffer. Ces types cellulaires étant minoritaires dans le foie, ceci pourrait expliquer le fait 
que les études d’expression génique ou protéique sur tissu entier ne permettent pas de 
détecter l’apeline. L’apeline et son récepteur étant fréquemment exprimés dans les mêmes 
tissus, il est possible que cela soit aussi le cas pour le foie, et ce n’est que récemment qu’APJ a 
été localisé dans le foie : l’étude publiée en 2008 par Principe et al a permis de considérer une 
implication du système apeline/APJ dans les pathologies hépatiques [Principe, et al. 2008]. 
 
1) Le système Apeline/APJ et les pathologies sévères du foie 
A) Localisation de l’apeline et d’APJ dans le foie cirrhosé 
Dans un modèle expérimental de cirrhose chez le rat, induite par une combinaison de 
tétrachlorure de carbone (CCl4) et de phénobarbital, l’apelinémie est plus élevée que chez les 
rats sains [Principe, et al. 2008]. L’expression génique de l’apeline est multipliée par 4 dans le 
foie de ces rats, et aucune augmentation n’est observée dans les autres organes étudiés (les 
poumons, le cœur et les reins). Le foie cirrhosé de ces animaux présente une induction 
spectaculaire de l’expression d’APJ, 300 fois plus élevée dans les foies cirrhosés, reflétée par 
une expression protéique triplée. L’étude immunohistologique a permis de localiser APJ dans 
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les zones périveineuses dans les foies sains, alors que les foies cirrhosés présentent une 
expression plutôt diffuse d’APJ dans le parenchyme, suggérant une induction de son expression 
par les hépatocytes. La localisation de l’apeline est restreinte aux zones périveineuses dans les 
foies sains, comme APJ, alors que dans les foies cirrhosés, on la retrouve également à proximité 
des espaces portes et des septa fibreux. La colocalisation de l’apeline avec αSMA a permis de 
révéler que ce sont les cellules stellaires activées à proximité des zones fibreuses qui produisent 
l’apeline, et non pas les hépatocytes. 
 
Chez l’Homme, la présence et la localisation de l’apeline et d’APJ dans le foie de patients 
ayant une cirrhose a été confirmée par 4 études. 
En 2010, une étude provenant du même laboratoire [Melgar-Lesmes, et al. 2010] 
localise l’apeline dans les cellules stellaires de biopsies de foies humains cirrhosés, confirmant 
les résultats de Principe et al, puis une année plus tard, les mêmes auteurs publient une étude 
portant sur les mêmes biopsies de foies, en s’intéressant cette fois-ci à APJ [Melgar-Lesmes, et 
al. 2011]. Contrairement à l’étude de Principe et al, qui localisait APJ dans les hépatocytes de 
foies cirrhosés de rats, cette étude le colocalise avec αSMA (α-smooth muscle actin) le long des 
septa fibreux et dans les cellules stellaires activées, et ce de façon très nette. 
 
Cependant une équipe japonaise a localisé l’apeline et APJ dans d’autres types 
cellulaires dans le foie de patients atteints de carcinome hépatocellulaire, dont le degré de 
cirrhose est classifié Child–Pugh grade A ou grade C, selon la sévérité [Yokomori, et al. 2011], 
[Yokomori, et al. 2012]. Par microscopie électronique, on constate que l’apeline est très rare 
dans les foies non cirrhosés, localisée dans les cellules endothéliales microvasculaires, et à 
peine dans les cellules sinusoïdes. Dans les foies de grade Child A, l’apeline est modérément 
localisée dans les cellules endothéliales des sinusoïdes, et dans les capillaires en cours de 
prolifération connectés aux sinusoïdes des nodules. Dans la forme de cirrhose ChildC, plus 
sévère, l’expression de l’apeline est plus marquée dans les capillaires artériels autour des septa, 
et exprimée de façon aberrante dans les sinusoïdes des nodules entourés par des septa fibreux. 
De façon intéressante, l’expression génique et protéique de l’apeline est augmentée de façon 
proportionnelle à la sévérité de la pathologie hépatique. De plus, l’apeline est observée dans les 
capillaires en cours d’angiogenèse. Dans les foies "sains", c’est le cas uniquement dans les 
capillaires périportaux, alors que dans les foies cirrhosés, c’est aussi le cas dans les capillaires 
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connectés aux sinusoïdes, et dans les foies de classe ChildC, les capillaires en prolifération en 
direction des sinusoïdes et des septa expriment aussi l’apeline. 
 
APJ, lui, est très faiblement exprimé dans les foies "sains", au niveau des veines et 
artères des espaces portes, et presque indétectable dans les sinusoïdes. Dans les foies cirrhosés 
de grade Child A, on le retrouve surtout au niveau des cellules sinusoïdales à proximité des 
nodules, et au niveau des capillaires artériels autour des septa fibreux. Dans la classe ChildC, sa 
présence est observée majoritairement dans les cellules sinusoïdales à proximité des nodules et 
des septa, mais aussi dans les cellules stellaires atour des veines centro-lobulaires et portales. 
Comme pour l’apeline, la quantification du marquage, l’expression génique et protéique d’APJ 
montrent qu’il est plus exprimé dans les foies cirrhosés, et sa présence dans les cellules 
stellaires est augmentée de façon proportionnelle à la sévérité de la pathologie hépatique. 
 
B) Rôle du système Apeline/APJ dans la cirrhose 
L’étude de Principe, qui colocalise l’apeline avec αSMA, propose un nouveau rôle de 
l’apeline, qui agirait ici comme un agent paracrine au sein du foie, sécrétée par les cellules 
stellaires activées, et agissant sur le parenchyme pour induire des voies proinflammatoires et 
néoangiogéniques, ayant une finalité pro-fibrotique [Principe, et al. 2008], ce qui est fortement 
suggéré par le blocage d’APJ chez ces animaux. En effet, le traitement des rats ayant une 
cirrhose avec l’antagoniste d’APJ F13A diminue de 25% les zones fibreuses dans le foie, et 
diminue la densité des vaisseaux sanguins. Il est à noter que le F13A améliore aussi la fonction 
cardiaque et rénale de ces rats [Principe, et al. 2008]. 
Alors que l’augmentation du système Apeline/APJ en conditions pathologiques est 
souvent interprétée comme un dernier rempart avant la défaillance d’un système, dans cette 
étude, cette augmentation semble être délétère. La cirrhose étant associée à un phénomène 
d’hypoxie, les auteurs proposaient le manque d’oxygène comme stimulus pouvant induire 
l’expression du système apeline/APJ dans cette pathologie, et cela a été confirmé pour APJ plus 
tard par les travaux de la même équipe [Melgar-Lesmes, et al. 2011]. 
Dans le but de déterminer le ou les éléments qui induisent l’expression de l’apeline dans 
les foies cirrhosés, Melgar-Lesmes et al, qui la localisaient dans les cellules stellaires de foie 
humain, ont mesuré son expression dans une lignée de cellules stellaires humaines, les LX-2. 
Introduction – Chapitre III : Le système Apeline/APJ 
117 
 
Contrairement à ce que l’on pouvait attendre, l’hypoxie, le TNFα et le LPS (lipopolysaccharides) 
n’augmentent pas l’expression de l’apeline dans les cellules LX-2 [Melgar-Lesmes, et al. 2010]. 
Par contre, l’AngII et l’endothéline 1 (ET-1), deux agents pro-fibrotiques, augmentent son 
expression génique et protéique dans les LX-2. Lorsque ces cellules sont traitées avec l’apeline, 
l’expression génique et protéique de collagène I et du récepteur β du PDGF (PDGFRβ), deux 
facteurs extrêmement fibrogéniques, est augmentée. L’induction de la production de collagène 
I et de PDGFRβ induite par l’AngII et l’ET-1 est totalement bloquée par le F13A, proposant 
l’apeline comme intermédiaire de leurs effets pro-fibrotiques. 
Ainsi, les auteurs proposent le mécanisme suivant : l’AngII ou l’ET-1, via leurs récepteurs 
respectifs, induisent l’expression de l’apeline dans les cellules stellaires. Une fois sécrétée, 
l’apeline agit de façon autocrine via APJ, dont la signalisation aboutit à l’induction de 
l’expression de facteurs pro-fibrogéniques tels que le collagène I, qui va s’accumuler dans la 
MEC, et le PDGFRβ qui participe à l’activation et à la prolifération des cellules stellaires (figure 
16). Afin de vérifier ce modèle, ils ont traités des rats fibrosés avec des antagonistes du 
récepteur à l’AngII et à l’ET-1. Dans les deux cas, on observe une diminution dans le foie de 
l’expression génique et protéique de l’apeline, du collagène I et du PDGFRβ, ce qui confirme 
leur hypothèse. 
Ce groupe de recherche a ensuite souhaité déterminer les facteurs pouvant induire 
l’expression d’APJ dans les foies cirrhosés [Melgar-Lesmes, et al. 2011]. Ils ont donc étudié, 
dans la lignée LX-2 mais aussi dans la lignée d’hépatocytes humains HepG2, l’expression d’APJ 
suite à une hypoxie. L’expression protéique d’APJ est induite dans les deux lignées cellulaires. 
Ces cellules ont également été traitées avec du TNFα, du LPS, de l’AngII et de l’ET-1, et de façon 
intéressante, ces facteurs régulent l’expression d’APJ de façon totalement différente selon le 
type cellulaire. Dans les LX-2, seul le LPS augmente son expression, et elle est diminuée par le 
TNFα, l’AngII et l’ET-1. Dans les HepG2 par contre, le LPS et l’ET-1 n’ont aucun effet, et le TNFα 
et l’AngII augmentent l’expression d’APJ, d’un facteur 10 et 3, respectivement. 
Le traitement de ces cellules à l’apeline a permis de comprendre son rôle pathogénique 
dans la cirrhose : dans les LX-2, elle induit l’expression de l’angiopoïétine-1, qui peut participer 
au développement de la fibrose hépatique [Taura, et al. 2008], et stimule leur survie.  
 




Figure 16. Rôle pro-fibrosant de l’apeline dans le foie cirrhosé. 
Proposé par les études in vitro de Melgar-Lesmes et al [Melgar-Lesmes, et al. 2010], [Melgar-Lesmes, et 
al. 2011]. L’angiotensine II (AngII) et l’endothéline-1 (ET-1) induisent l’expression de l’apeline, qui, une 
fois sécrétée, se lie à APJ et induit la transcription de gènes pro-fibrosant. L’augmentation de 
l’expression d’APJ est stimulée par l’hypoxie et le LPS. Le PDGF peut être produit par les hépatocytes 
stimulés par l’apeline. 
 
Dans les cellules HepG2, l’apeline induit l’expression du vascular endothelial growth 
factor A (VEGF-A) et du PDGF-β. Ainsi, au modèle proposé précédemment, les auteurs ajoutent 
un effet de l’apeline sur les cellules stellaires en promouvant leur survie et leur prolifération, via 
l’angiopoïétine-1, mais aussi via la production de PDGF-β par les hépatocytes. L’apeline pourrait 
également promouvoir l’angiogenèse dans le foie, en induisant la sécrétion de VEGF-A par les 
hépatocytes (bien qu’ils aient seulement détecté APJ sur les HepG2 et dans les hépatocytes de 
rats). 
 
Le rôle pro-fibrosant de l’apeline dans la cirrhose est confirmé par l’étude de 
Reichenbach et al [Reichenbach, et al. 2012], qui montre qu’après 4 semaines de traitement 
avec le F13A de rats ayant une cirrhose expérimentale, les taux plasmatiques des transaminases 
hépatiques ALAT et ASAT, et l’expression génique du TGFβR1, du PDGFRβ, et d’αSMA dans le 
foie sont diminués. L’apoptose est elle aussi diminuée par le traitement. De plus, une étude 
histologique des foies montre une diminution de l’infiltration macrophagique, de la 
prolifération des vaisseaux sanguins, et des dépôts de collagène dans le foie suite au traitement 
avec le F13A. 
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Le dépôt excessif de collagène est le résultat d’un déséquilibre entre la production et la 
dégradation de la MEC. Le ratio MMP/TIMP permet d’évaluer l’efficacité du système de 
dégradation de la MEC : lorsqu’il est diminué, cela signifie que les MMP (les métalloprotéinases 
qui dégradent la MEC) sont moins nombreuses que leurs inhibiteurs (les TIMP, pour tissue 
inhibitors of MMP), et cela résulte en une accumulation excessive de MEC. Le traitement au 
F13A augmente ce ratio, et diminue l’expression de collagène, ce qui explique la diminution de 
zones fibrosées dans le foie des rats traités. De plus, l’expression de l’αSMA étant diminuée, 
cela pourrait signifier que le F13A limite l’activation des cellules stellaires. 
Cette étude montre qu’en plus de l’induction de l’expression de gènes pro-fibrotiques 
comme le collagène et le PDGFRβ [Melgar-Lesmes, et al. 2010] et de l’angiopoïétine-1 [Melgar-
Lesmes, et al. 2011] dans les cellules stellaires, l’apeline pourrait aussi diminuer la capacité de 
dégradation de la MEC et promouvoir l’angiogenèse et l’inflammation dans le foie, ce qui 
contribuerait à la mise en place et/ou à l’aggravation de la cirrhose. 
 
L’étude de Yokomori et al, qui localisait APJ dans les cellules sinusoïdales et stellaires, a 
étudié l’expression d’APJ dans des modèles in vitro de cellules stellaires et de cellules 
sinusoïdales [Yokomori, et al. 2011]. Le PDGF, le TGFβ, le TNFα et l’ET-1 sont capables d’induire 
l’expression d’APJ dans les cellules stellaires, suggérant qu’APJ est surexprimé lorsque les 
cellules stellaires sont activées. On note que dans une lignée différente de cellules stellaires, les 
LX-2, le TNFα et l’ET-1 ont pour effet de diminuer l’expression d’APJ [Melgar-Lesmes, et al. 
2011]. Dans les cellules endothéliales par contre, l’expression d’APJ n’est pas modifiée lorsque 
leur prolifération est activée par le VEGF. 
Avec une augmentation de l’expression de l’apeline localisée dans les capillaires et les 
sinusoïdes, les deux études de Yokomori suggèrent que la double localisation d’APJ sur les 
cellules endothéliales et stellaires mène à des effets différents de l’apeline [Yokomori, et al. 
2011], [Yokomori, et al. 2012] : 
En agissant de manière autocrine sur les cellules endothéliales, elle promeut 
l’angiogenèse des capillaires qui rejoignent les sinusoïdes, ce qui augmente le flux sanguin 
provenant de l’espace porte, et dans le cas de la cirrhose cela mène à une hypertension portale. 
Ensuite, APJ étant augmenté dans les cellules stellaires activées, l’apeline pourrait donc, de 
façon paracrine, participer à leur prolifération et leur activation en myofibroblastes. Ces 
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résultats nous éclairent sur un rôle potentiel du système apeline/APJ dans le remodelage 
vasculaire du foie cirrhosé. 
 
Toutes ces études reliant l’apeline et APJ à la pathologie hépatique sont d’accord sur un 
point : l’implication de l’apeline dans la cirrhose. Mais la localisation de l’apeline et d’APJ est un 
point discordant entre ces études. Yokomori et al discutent ce point en précisant qu’avec les 
techniques d’immunohistochimie, il est difficile de distinguer les cellules stellaires des cellules 
endothéliales des sinusoïdes. Leur étude de coupes de foies par microscopie électronique 
permet une localisation plus fine, montrant la présence de l’apeline et d’APJ dans des cellules 
sinusoïdales de foies cirrhosés. 
Cela veut-il pour autant dire que les cellules stellaires présentant un marquage apeline 
ou APJ en immunofluorescence dans les études de Melgar-Lesmes, seraient en fait des cellules 
endothéliales ? La colocalisation de l’apeline et d’APJ avec l’αSMA et la morphologie "étoilée" 
de ces cellules tendent à montrer que ce sont bien des cellules stellaires activées en 
myofibroblastes, bien que cela soit moins net pour l’apeline. 
 
Dans la lignée des études conférant un rôle délétère à APJ dans le foie, Yasusaki et al 
[Yasuzaki, et al. 2013] ont étudié la réponse de souris à un anticorps agoniste de Fas (Jo2), qui a  
pour effet d’induire une fibrose et une insuffisance hépatique fulgurante, mortelle en quelques 
heures. L’injection intra péritonéale de Jo2 atteint la morphologie du foie, qui devient plus gros, 
et qui présente des hémorragies et des zones nécrosées. De façon intéressante, l’expression de 
l’apeline et d’APJ est augmentée 6 heures après l’injection de Jo2, et l’expression protéique 
d’APJ est confirmée par western blot sur lysat total de foie et sur lysat d’hépatocytes isolés, ce 
qui concorde avec l’étude de Principe et al, qui identifiait APJ dans le parenchyme [Principe, et 
al. 2008]. Ils ont donc étudié les effets de Jo2 sur des souris invalidées pour le gène d’APJ. 
Les souris APJ
-/-
 sont protégées de ces effets, et ont des concentrations plasmatiques 
d’ALAT et ASAT réduites par rapport aux souris wt. La phosphorylation de JNK et de Jun, et 
l’activation des caspases 3, 8 et 9 observées dans le foie des souris wt à la suite de l’injection de 
Jo2 n’a pas lieu dans le foie des souris KO. Après s’être assuré que les souris KO possèdent 
autant de récepteurs Fas que les wt, les auteurs ont pu conclure que l’apeline, via APJ, participe 
aux effets hépatotoxiques de l’activation de Fas. Bien que ce modèle de "liver injury" soit 
extrême et ne reflète aucune condition physiopathologique, il a permis de montrer que la 
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signalisation d’APJ peut jouer un rôle dans la nécrose hépatique, en activant les kinases de 
stress et certaines caspases. 
 
Ces 6 études incriminant le couple apeline/APJ dans la pathologie hépatique ne 
concernent que des pathologies très avancées du foie, à savoir la cirrhose et le carcinome 
hépatocellulaire chez l’Homme [Melgar-Lesmes, et al. 2010], [Melgar-Lesmes, et al. 2011], 
[Yokomori, et al. 2011], [Yokomori, et al. 2012], et une insuffisance hépatique extrême chez le 
rat [Principe, et al. 2008]. Les études de localisation de l’apeline et d’APJ ont été menées sur 
des foies de patients atteints d’hépatite C, responsable de ces pathologies, il faut donc rester 
prudent avant d’extrapoler l’implication de l’apeline et d’APJ dans la mise en place ou 
l’aggravation d’une cirrhose résultant d’une stéatose non alcoolique associée à l’obésité et à 
l’insulino-résistance. 
 
2) Rôle du système apeline/APJ dans la résistance à l’insuline hépatique 
Si l’on se place dans le contexte d’une résistance à l’insuline, l’implication du système 
apeline/APJ dans le foie n’a jamais été étudiée, si ce n’est dans une étude parue cette année, 
qui a évalué les effets de l’apeline dans un modèle artificiel d’insulino-résistance hépatique 
[Chu, et al. 2013]. Les auteurs ont traité des hépatocytes isolés de souris et des HepG2 avec du 
TNFα. L’insulino-résistance a été confirmée par l’augmentation de la phosphorylation de JNK et 
d’IRS-1 sur la ser307, et d’une diminution de la phosphorylation d’Akt, et de la Glycogen 
Synthase Kinase 3 (GSK3) suite à une stimulation à l’insuline. Parallèlement, le contenu en 
glycogène des cellules est diminué après un traitement au TNFα. Un traitement à l’apeline 
réverse les effets néfastes induits par le TNFα dans les hépatocytes murins isolés et en culture, 
mais elle n’a pas d’effet sur les cellules non traitées au TNFα. Les mêmes résultats ont été 
obtenus in vivo, 10 minutes après l’injection ip d’apeline chez des souris ayant été exposées au 
TNFα pendant 7 jours. Ces effets sont bien la conséquence de la liaison de l’apeline à APJ, 
puisque son blocage par l’antagoniste F13A réverse les effets bénéfiques de l’apeline. De plus, 
chez ces souris, la glycémie à jeun est doublée par le traitement au TNFα, et cette 
augmentation est diminuée par l’injection d’apeline. 
Le fait qu’APJ soit présent dans le foie des souris, mais pas l’apeline, a conduit les 
auteurs à penser que l’apeline, en tant que facteur circulant, peut atteindre les hépatocytes, se 
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lier à APJ à leur surface, et induire une signalisation intracellulaire qui rétablit la signalisation 
insulinique. La diminution des taux de ROS que les auteurs observent dans les HepG2, suite au 
traitement à l’apeline, est un mécanisme potentiellement responsable du rétablissement de la 
sensibilité à l’insuline, et reste à être confirmé in vivo. 
Cette étude est la première rapportant un effet bénéfique de l’apeline dans le foie, et 
cela en condition de résistance à l'insuline. Cela serait cohérent avec son statut d’adipokine 
bénéfique, bien qu’aucun effet métabolique n’ait été étudié suite au traitement de ces animaux 
avec l’apeline. Le contraste avec les études précédemment citées est probablement dû au type 
et à la gravité des pathologies considérées. La cirrhose et le carcinome hépatocellulaire sont 
des pathologies dans lesquelles la fibrose et l’angiogenèse jouent un rôle très important, et le 
rôle pro-angiogénique de l’apeline en fait un facteur qui va plutôt aggraver ces pathologies. 
La diminution de la phosphorylation de JNK induite par l’apeline dans l’étude de Chu et 
al [Chu, et al. 2013] semble contradictoire avec les travaux de Yasuzaki et al, qui montraient 
une absence de phosphorylation de JNK dans le foie de souris APJ
-/-
 traitées avec le Jo2 
[Yasuzaki, et al. 2013], cependant les conditions expérimentales sont différentes, de même que 
le fond génétique des animaux. On ne peut donc pas exclure que la signalisation d’APJ 
aboutisse à des effets différents dans le foie, selon la condition physiopathologique dans 
laquelle il se trouve. 
 
Bien que cette étude montre un effet bénéfique de l’apeline sur le foie rendu insulino-
résistant par le TNFα, la régulation et le rôle du système apeline/APJ dans le foie restent à 
déterminer en condition de résistance à l’insuline associée à une obésité et dans le cas d’un 
diabète de type II. 
En effet, le TNFα est une cytokine largement utilisée dans des modèles animaux et 
cellulaires pour induire une résistance à l’insuline [Hotamisligil, et al. 1994], [Ranganathan, et 
al. 1996], [Lang, et al. 1992], mais le foie d’un obèse diabétique est également stéatosé, et il est 
possible que la liaison de l’apeline à APJ, s’il est présent dans un foie insulino-résistant stéatosé, 
y induise des effets différents de ceux observés dans le foie de souris simplement traitées au 
TNFα. 
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3) Taux d’apeline et pathologies hépatiques 
L’étude de Principe et al montre que l’apelinémie de patients ayant une cirrhose est 3 
fois plus élevée que celle des sujets sains [Principe, et al. 2008]. Suite à cette publication, des 
études épidémiologiques mesurant les taux d’apeline chez des patients atteints de pathologies 
hépatiques ont été menées. 
Deux études [Ercin, et al. 2010], [Aktas, et al. 2011] montrent que les patients atteints 
de stéatose et de NASH ont une apelinémie plus élevée que les patients sains. Cependant, 
après ajustement avec l’IMC et l’indice HOMA-IR, cette différence n’est pas conservée, 
suggérant que l’augmentation observée est une conséquence de l’insulinémie plutôt que de la 
pathologie hépatique. La différence avec l’étude de Principe et al réside dans les patients 
recrutés, qui ne présentent pas de pathologie aussi avancée que la cirrhose. Une autre étude a 
mesuré les taux d’apeline chez des patients atteint de NAFLD induite par le virus de l’hépatite C 
[El-Mesallamy, et al. 2011]. Elle montre que les taux d’apeline sont plus élevés chez les patients 
atteints que chez les sujets sains, et que ces taux augmentent progressivement avec le degré de 
l’atteinte hépatique et ce, même après ajustement avec l’IMC, la triglycéridémie, et la 
cholestérolémie. 
 
Doit-on alors considérer l’apeline comme une nouvelle hépatokine ? Selon Principe et al, 
l’apeline hépatique semble être responsable de l’augmentation de l’apelinémie chez les rats 
ayant une cirrhose, mais les études humaines concernant la simple stéatose ne montrent pas 
de corrélation entre l’apelinémie et la NAFLD indépendament de l’insulinémie. Cependant on 
ne peut pas exclure un effet paracrine de l’apeline dans le foie, et une quantification de 
l’apeline et d’APJ dans le foie de patients ayant une stéatose permettrait de répondre à cette 
question. Mais pratiquer une biopsie hépatique chez des patients "seulement" obèses, 
diabétiques et stéatosés soulève une question éthique, il est donc difficile d’obtenir ce genre 
d’information pour des foies simplement stéatosés. 
  








L’EPA : Un acide gras qui vous veut du bien 
 
 
I) Les acides gras polyinsaturés, essentiels au fonctionnement de l’organisme 
1) Description des acides gras polyinsaturés 
Les acides gras saturés, ou SFA (Saturated Fatty Acids) possèdent uniquement des 
liaisons covalentes simples entre leurs atomes de carbones, souvent pairs. Les acides gras 
monoinsaturés, ou MUFAs (Mono-Unsaturated Fatty Acids), possèdent une double-liaison ou 
insaturation, et les acides gras polyinsaturés ou PUFAs (Poly-Unsaturated Fatty Acids) en 
possèdent plusieurs. 
Les MUFAs et les PUFAs sont dits "coudés", car chaque insaturation cis introduit une 
angulation de 120° de la molécule. Ainsi, en augmentant leur occupation spatiale, les 
insaturations confèrent aux MUFAs et PUFAs la propriété d’augmenter la fluidité des 
membranes biologiques. Plus un acide gras a d’insaturations, plus il contribue à la fluidité des 
membranes, qui est nécessaire à de nombreuses fonctions vitales, comme la transmission 
synaptique [Zimmer, et al. 2000] ou le bon fonctionnement des érythrocytes [Poschl, et al. 
1996]. 
La nomenclature qui sera utilisée tout au long de ce manuscrit est la numérotation 
oméga, qui prend en compte le 1
er
 carbone impliqué dans une insaturation, en partant de 
l’extrémité méthyle (Tableau 2). Ainsi, l’acide eicosapentaénoïque (EPA) est représenté par 
"C20:5 ω3", car il possède 20 atomes de carbone, et 5 insaturations dont la première est située 
sur le 3
ème
 carbone en partant de l’extrémité méthyle. 
 
 




Tableau 2. Classification et nomenclature des acides gras saturés, mono-insaturés et poly-
insaturés. EPA : acide eicosapentaénoïque, DHA : acide docosapentaénoïque. 
 
2) Sources de PUFAs dans l’alimentation 
Les acides gras essentiels sont ceux que notre organisme ne peut pas biosynthétiser, à 
savoir les PUFAs des familles des ω3 et des ω6. En effet, nous ne possédons pas l’enzyme 
capable de créer une insaturation en position ω3 ou ω6 [Ratnayake, et al. 2009], nous les 
trouvons donc dans l’alimentation. L’acide α-linolénique (ALA, C18:3 ω3) est contenu dans les 
végétaux comme les graines de lin et de colza, dans les noix, le soja ou encore le chanvre. L’EPA 
(acide eicosapentaénoïque, C20:5 ω3) et le DHA (acide docosahéxaénoïque, C22:6 ω3) par 
contre, sont trouvés majoritairement dans les poissons gras et les huiles de poisson comme 
l’huile de foie de morue. Les poissons ne les synthétisent pas eux-mêmes, mais les absorbent 
lorsqu’ils ingèrent les algues et le plancton. Les ω6, eux, sont contenus dans la viande, les œufs, 
les noix, et dans la plupart des huiles alimentaires utilisées dans les sociétés occidentales. 
 
3) Biosynthèse des PUFAs 
En ingérant les précurseurs de ces familles, il nous est possible de les convertir en 
d’autres acides gras essentiels. Les PUFAs de la famille des ω3 sont synthétisés à partir de leur 
précurseur, l’ALA (C18:3 ω3) (Figure 17). L’enzyme Δ
6
-désaturase, après l’ajout d’une 
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insaturation, le transforme en acide stéaridonique (C18:4 ω3), puis sa chaîne aliphatique est 
allongée, après l’ajout de deux atomes de carbone par l’élongase Elovl5, pour donner l’acide 
eicosatetraénoïque (C20 :4 ω3). C’est l’action de la Δ
5
-désaturase qui le transforme alors en EPA 
(C20:5 ω3). La biosynthèse se poursuit, alternant les réactions d’élongations et de 
désaturations, pour aboutir au DHA (C22:6 ω3). Une rétroconversion du DHA en EPA est 
possible grâce à une étape de β-oxydation peroxysomale, et a été observé in vitro [Gronn, et al. 
1991], [Sprecher 2000] et in vivo [Lefils, et al. 2010]. 
Les ω6, eux sont synthétisés à partir de l’acide linoléique (LA, C18 :2 ω6). Il entre en 
compétition avec l’ALA pour la Δ
6
-désaturase [Parker-Barnes, et al. 2000], pour donner un acide 
γ-linolénique (GLA, C18:3 ω6), qui après élongation par l’Elovl5, devient l’acide dihomo-γ-
linolénique (DGLA, C20:3 ω6), précurseur de l’acide arachidonique (AA, C20:4 ω6). Ici aussi les 
réactions se succèdent pour aboutir à l’acide docosapentaénoïque (DPA, C22:5 ω6). 
 
Ainsi, en théorie, l’organisme des mammifères peut synthétiser l’EPA et le DHA à partir 
de l’ALA. Pourtant, des études suivant le devenir d’ALA radioactif après son injection chez 
l’Homme et des rats montrent qu’un très faible pourcentage d’ALA est convertit en EPA (8%) ou 
en DHA (<0,1%) [Williams, et al. 2006], [Attar-Bashi, et al. 2007], [Burdge, et al. 2003], rendant 
importante la consommation d’aliment en contenant. 
 
4) Métabolites actifs dérivés des PUFAs 
Les ω3 et ω6 peuvent également servir de précurseurs à des dérivés cyclisés et 
oxygénés, à savoir les prostaglandines (PG), les prostacyclines (PGI) et thromboxanes (TX) via 
l’action de la cyclo-oxygénase (COX), et les leucotriènes (LT) via l’action de la lipo-oxygénase 
(LOX) sur l’EPA et l’AA majoritairement (Figure 17). Ils sont regroupés sous le nom 
d’eicosanoïdes, étant dérivés d’acides gras possédant 20 carbones, et leurs rôles seront 
détaillés par la suite. Les époxydes et les oxylipines font aussi partie de ces eicosanoïdes 
[Poudyal, et al. 2011].  
Les prostaglandines sont synthétisées dans tous les organes, les prostacyclines sont 
synthétisées particulièrement dans l’endothélium et les cellules musculaires lisses vasculaires, 
alors que les thromboxanes sont surtout synthétisées dans les plaquettes sanguines. Les 
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leucotriènes, eux, sont synthétisés par les leucocytes, monocytes et macrophages au cours de 
la réponse immunitaire. 
De façon globale, les eicosanoïdes dérivés de l’EPA (PGE3, PGI3, PGD3 ; TXA3 ; LTB5, 
LTC5, LTD5) sont anti-inflammatoires et anti-coagulants, alors que ceux issus de l’AA (PGE2, 
PGI2, PGD2 ; TXA2 ; LTB4, LTC4, LTD4) sont pro-inflammatoires et thrombogènes. De façon 
intéressante, le DGLA (C20:3 ω6) peut lui aussi être le précurseur d’eicosanoïdes, qui sont de 
puissants anti-inflammatoires, vasodilatateurs, et anti-coagulants [Kapoor, et al. 2006]. 
Le ratio entre les eicosanoïdes pro et anti-inflammatoires dépend de la disponibilité de 
leurs précurseurs. Par exemple, l’augmentation d’ALA (C18:3 ω3) dans le régime de rats a pour 
effet de réduire la production de prostaglandines issues de l’AA (C20:4 ω6) [Hwang, et al. 
1980]. 
Les eicosanoïdes possèdent leurs propres récepteurs, qui sont transmembranaires, de 
type RCPG, ou intracellulaires comme les PPARs, qui ont des rôles distincts au cours de 
différentes réponses physiologiques. 
 
Les eicosanoïdes sont eux-aussi des précurseurs de molécules actives. Parmi elles, les 
résolvines des séries E et D, sont respectivement synthétisées à partir d’EPA et de DHA [Serhan 
2007], par action de la COX et de la LOX. Les résolvines permettent un retour des tissus à 
l’homéostasie après un événement inflammatoire. Dans les macrophages, le DHA peut générer 
des protectines et des marésines [Serhan, et al. 2009], qui participent également à la résolution 
de l’inflammation. Parmi les autres molécules dérivées des eicosanoïdes, on retrouve les 
lipoxines, les neuroprotectines, les hépoxilines et les éoxines, dont la synthèse requiert l’action 




Figure 17. La biosynthèse des acides gras poly-insaturés (PUFA) des familles ω3 et ω6. 
(page suivante) 
D’après Poudyal, et al. 2011. Les désaturases et élongases (elovl) sont impliquées dans la biosynthèse 
des deux familles de PUFAs, qui sont donc en compétition pour ces enzymes. L’action de la cyclo-
oxygénase (COX) génère les prostaglandines (PGE, PGD), les prostacyclines (PGI) et les tromboxanes 
(TXA); la lipo-oxygénase (LOX) génère les leucotriènes (LT) ; le cytochrome P450 (CYP) génère les 
époxydes, les éoxines, et les hépoxilines. L’EPA et le DHA sont également les précurseurs des résolvines 
des séries E et D, respectivement, après l’action de la COX et de la LOX.  
 





  Figure 17. La biosynthèse des acides gras poly-insaturés (PUFA) des familles ω3 et ω6. 
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II) PUFAS et prévention de pathologies 
Le ratio ω6/ω3 dépend du régime alimentaire, et il semble qu’il soit important pour le 
maintient de l’homéostasie. Le ratio obtenu par notre régime alimentaire occidental est estimé 
à au moins 10:1, alors que les ratios recommandés pour limiter les risques de cancers et de 
maladies cardiovasculaires par exemple, bien que variables, sont toujours inférieurs à 10:1 
[Poudyal, et al. 2011]. 
 
1) PUFAs et maladies cardiovasculaires 
Alors que l’implication potentielle des ω6 dans les pathologies cardiovasculaires n’est 
pas clairement établie, l’augmentation de la consommation d’ALA, EPA et DHA est bénéfique, 
et réduit les risques de pathologies cardiovasculaires [Stanley, et al. 2007], [Griffin 2008]. Cela 
remet en cause l’idée que c’est le ratio ω6/ω3 qui est important, en ce qui concerne la sphère 
cardiovasculaire. Les effets cardioprotecteurs des ω3, surtout de l’ALA, l’EPA et du DHA, ont été 
bien largement étudiés et bien définis grâce à des études épidémiologiques, animales, et in 
vitro [Duda, et al. 2009a], [Poudyal, et al. 2013].  
 
Les effets des ω3 (ALA, EPA, DHA) sur l’hypertention ont également été largement 
documentés. Puisque la teneur en ω3 du le régime alimentaire diffère entre les pays et les 
cultures, l’étude INTERMAP (International collaborative study of macronutrients, 
micronutrients and blood pressure) s’est affranchie de ces disparités en recrutant 4680 sujets 
vivant au Japon, en Chine, aux Etats-Unis et en Angleterre. Cette étude menée en 2007 a 
montré que la pression artérielle est inversement corrélée à la quantité d’EPA et de DHA dans 
le régime alimentaire [Ueshima, et al. 2007]. De plus, bien que toutes les études n’obtiennent 
pas les mêmes résultats, des méta-analyses d’études cliniques ont montré que les ω3 contenus 
dans l’huile de poisson, principalement l’EPA et le DHA, permettent, en comparaison avec un 
placebo, une diminution de l’hypertension de patients hypertendus non traités [Morris, et al. 
1993], [Appel, et al. 1993]. De façon intéressante, la privation de ces acides gras essentiels, 
induit une hypertension chez le rat lorsqu’elle a lieu après la naissance [Begg, et al. 2010], mais 
aussi lorsqu’elle a lieu durant la période prénatale [Armitage, et al. 2003]. 
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Les effets hypotensifs des ω3 sont en partie médiés par l’action des eicosanoïdes 
vasodilatateurs dérivés de l’EPA, mais l’EPA lui-même peut agir sur la vasoconstriction induite 
par l’AngII ou la noradrénaline, sans faire intervenir d’intermédiaires produits par la COX ou la 
LOX [Juan, et al. 1986]. Le système rénine-angiotensine peut être inhibé par les PUFAs 
directement, qui agissent sur l’activité de l’ACE2 (EPA>ALA>DHA>GLA>LA>AA) [Kumar, et al. 
1997]. L’amélioration de la fonction endothéliale par le DHA chez des patients en surpoids et 
hyperlipidémiques implique une augmentation de la production de NO [Mori, et al. 2000]. 
L’implication du NO a été récemment confirmée par Wu et al : en traitant des annaux aortiques 
de souris eNOS
-/-
 avec de l’EPA, la vasodilatation normalement induite par l’EPA n’a pas lieu 
[Wu, et al. 2012]. De plus, chez des souris AMPKα
-/-
, cet effet est également supprimé, 
rapportant une implication de l’activation de l’AMPK dans l’effet vasodilatateur de l’EPA [Wu, 
et al. 2012]. 
Ainsi les ω3 sont bénéfiques contre l’hypertension, en agissant directement ou en 
générant des eicosanoïdes vasodilatateurs tels que la PGI3, et en inhibant la formation de 
composés vasoconstricteurs tels que le TXA2 [Poudyal and Brown 2013]. 
 
2) PUFAs et stress oxydant 
Certaines études animales montrent que les ω3 ont un effet bénéfique sur le stress 
oxydant causé par une insuffisance rénale chez le rongeur : l’huile de poisson, l’EPA ou le DHA 
diminuent les taux plasmatiques de marqueurs de stress oxydant dans des modèles 
d’athérosclérose [Mavrommatis, et al. 2010] et de diabète de type I [Arnal, et al. 2009]. In vitro, 
les PUFAs peuvent augmenter l’activité de l’hème-oxygénase-1, une enzyme antioxydante dans 
une lignée oligodendrogliale [Brand, et al. 2010], mais dans des cellules endothéliales, le DHA 
augmente la production de ROS [Tardivel, et al. 2009]. 
Chez l’Homme, aucune étude n’a montré de diminution de marqueurs plasmatiques 
(malondialdéhyde, diènes conjugués, NO plasmatique, lipides péroxydés, LDL oxydées, activité 
NADPH oxydase, xanthine oxydase, glutathion péroxydase, SOD) ou urinaires (isoprostanes F2) 
du stress oxydant, qu’il soit induit par un effort physique, ou associé à une dyslipidémie 
(hypercholestérolémie ou hypertriglycéridémie), après une supplémentation alimentaire en ω3. 
Par contre, chez des patients hémodialysés, une supplémentation en EPA+DHA pendant 2 mois 
a permis d’augmenter l’activité plasmatique de systèmes antioxydants tels que la glutathion 
Introduction – Chapitre IV : L’EPA 
132 
 
péroxydase, et la supéroxyde dismutase, parallèlement à une diminution du malondialdéhyde 
plasmatique [Tayyebi-Khosroshahi, et al. 2010]. Les ω3 pourraient donc, en augmentant le 
potentiel antioxydant de l’organisme, avoir un effet bénéfique contre le stress oxydant, bien 
que les études chez l’Homme peinent à le confirmer. 
 
3) PUFAs et inflammation 
Les eicosanoïdes proinflammatoires dérivés  de l’AA (C20:4 ω6) sont nécessaires à la 
réponse inflammatoire suite à une infection pathogène par exemple, cependant une 
production trop importante de ces eicosanoïdes peut se révéler délétère. La compétition qu’il 
existe entre les ω3 et les ω6 pour les élongases et les désaturases fait qu’une augmentation en 
ω3 (ALA, EPA, DHA) limite la formation d’eicosanoïdes proinflammatoires tels que les 
leucotriènes LTB4 et les prostaglandines PGE2 ou les prostacyclines PGI2 [Hwang and Carroll 
1980]. 
De plus, des études cliniques menées sur des patients dyslipidémiques [Derosa, et al. 
2009], atteints du syndrome métabolique [Ebrahimi, et al. 2009], de sclérose en plaque 
[Ramirez-Ramirez, et al. 2013] ou de maladies cardiovasculaires [de Mello, et al. 2009], 
montrent qu’une supplémentation en ω3 (huile de poisson, EPA, DHA ou ALA) a pour effet de 
diminuer les concentrations plasmatiques du TNFα, de la protéine C-réactive,de l’IL1, et de IL6. 
Chez l’animal, la supplémentation en EPA+DHA de rats ayant une insuffisance rénale 
diminue la concentration plasmatique de MCP-1 [An, et al. 2009], et chez des rats rendus 
insuffisants cardiaques par un banding aortique, une supplémentation en EPA+DHA a pour effet 
de réduire le TNFα plasmatique [Duda, et al. 2009b]. 
 
Les ω3 peuvent agir sur l’inflammation en modulant le profil sécrétoire des cellules 
immunitaires. En effet, chez des sujets sains, les ω3 modulent le profil d’expression des 
neutrophiles : une supplémentation en EPA réduit la transcription de leurs gènes codant pour 
l’IL1β, l’IL5, l’IL17 et l’IL23 [Weaver, et al. 2009]. De plus, ces neutrophiles produisent moins de 
LTB4 ex vivo [Weaver, et al. 2009], ce qui confirme leur profil moins inflammatoire lorsque 
l’apport en ω3 est élevé. De même, des macrophages traités avec de l’EPA ou du DHA 
expriment et sécrètent moins de TNFα, d’IL6 et de MCP-1 par rapport aux cellules non traitées 
ou aux cellules traitées avec de l’acide palmitique (C16:0) [Wang, et al. 2009]. 
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Les résolvines sont des médiateurs des effets anti-inflammatoires des ω3 : elles 
diminuent la production de TNFα [Serhan, et al. 2008] et d’IL13 [Aoki, et al. 2008], et limitent 
l’infiltration de cellules inflammatoires dans un modèle animal d’asthme [Aoki, et al. 2008]. 
Ainsi les ω3 exercent leurs effets anti-inflammatoires en agissant sur trois fronts : en 
limitant la production d’eicosanoïdes proinflammatoires, en inhibant la production de cytokines 
proinflammatoires par les cellules immunitaires, et en générant des métabolites tels que les 
résolvines. Nous verrons également les effets des ω3 sur l’inflammation du tissu adipeux au 
cours de l’obésité dans la partie III de ce chapitre. 
 
4) PUFAs et dyslipidémie  
L’ALA exerce ses effets cardiovasculaires en améliorant le profil lipidique plasmatique en 
diminuant les taux de cholestérol total, de LDL-cholestérol et de TG, aussi bien chez des sujets 
sains que chez des patients hypercholestérolémiques. Les mêmes effets sont obtenus dans des 
modèles animaux d’hypercholestérolémie [Dupasquier, et al. 2006], [Dupasquier, et al. 2007], 
[Makni, et al. 2008]. 
Par contre, chez des sujets en surpoids, une supplémentation de 12 semaines en graines 
de Salvia hispanica, riches en ALA, n’a aucun effet sur les lipoprotéines plasmatiques, ni sur la 
concentration plasmatique en EPA ou DHA [Nieman, et al. 2009], ce qui confirme que la 
conversion de l’ALA en d’autres espèces d’ω3 n’est pas efficace chez l’Homme. Par contre, chez 
des patients diabétiques et hyperlipidémiques déjà traités pour l’hyperlipidémie, une 
supplémentation en EPA+DHA est capable de réduire les taux sanguins de TG, de VLDL, et 
d’augmenter le taux de HDL-cholestérol [Valdivielso, et al. 2009]. 
 
 
Toutes ces données montrent bien un effet bénéfique des ω3 sur la santé, et ces PUFAs 
sont également considérés comme une possibilité thérapeutique intéressante pour traiter la 
résistance à l’insuline. 
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III) Effets des PUFAS sur la résistance à l’insuline 
1) Etudes épidémiologiques et cliniques  
L’intérêt qui est porté aux ω3 et à l’insulino-résistance émerge de l’observation qui avait 
été faite dans une population Eskimo, qui avait un moindre taux de diabète de type II que le 
reste de la population [Mouratoff, et al. 1967] malgré une hyperlipidémie et un IMC élevé, et 
cette observation a été confirmée par deux études menées sur des Eskimos d’Alaska, du 
Canada et de Russie [Schraer, et al. 1988], [Young, et al. 1992]. Quelques années plus tard, une 
étude menée s’est intéressée à l’alimentation de ces populations, et a montré que chez les 
eskimos d’Alaska, la consommation quotidienne de poisson gras ou d’huile de phoque est 
associée à un moindre risque d’intolérance au glucose, indépendamment de l’âge, du sexe, et 
de l’IMC [Adler, et al. 1994]. Ces résultats sont cohérents avec l’idée que ce sont les types de 
graisses ingérées qui comptent, et non leur quantité : les Eskimos se nourrissant principalement 
de poissons gras, leur apport en ω3 est plus élevé que celui du reste de la population.  
 
Si l’on revient aux populations occidentalisées, chez les personnes obèses, il existe une 
corrélation inverse entre l’EPA et le DHA contenus dans le régime alimentaire et l’IMC, le tour 
de taille et de hanche [Micallef, et al. 2009] et chez les diabétiques, la présence d’ω3 dans le 
régime est inversement associée avec les TG sanguins [Belalcazar, et al. 2010]. 
 
Les effets des ω3 sur la sensibilité à l’insuline, par contre, sont moins nets. 
Chez des patients obèses, une supplémentation en huile de poisson durant 3 semaines 
n’a aucun effet sur la glycémie ou l’insulinémie [Pelikanova, et al. 1993], et la supplémentation 
alimentaire en graines ou en huile de lin, riches en ALA, de patients diabétiques de type II 
pendant 3 mois n’a pas d’effet sur leur contrôle glycémique, malgré une augmentation des taux 
circulants d’ALA, d’EPA et de DPA [Taylor, et al. 2010]. Une autre étude menée sur des femmes 
obèses et diabétiques a montré que la consommation d’huile de poisson riche en EPA pendant 
2 mois diminue la masse grasse centrale, ainsi que la taille adipocytaire, mais n’a pas effet sur la 
sensibilité à l’insuline [Kabir, et al. 2007]. Chez des femmes atteintes du syndrome métabolique 
[Krebs, et al. 2006], la supplémentation en huile de poisson durant 6 mois n’apporte pas 
d’avantage supplémentaire à une restriction calorique, en ce qui concerne la perte de masse 
grasse et la sécrétion d’insuline suite à une charge en glucose. Une autre étude, menée sur des 
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sujets insulino-résistants non diabétiques, a montré que la consommation d’ω3 pendant 3 mois 
réduit l’infiltration macrophagique du tissu adipeux, mais n’a pas d’effet sur la sensibilité à 
l’insuline [Spencer, et al. 2013].  
Cependant d‘autres études montrent un effet bénéfique sur la sensibilité à l’insuline 
chez des patients obèses et résistants à l'insuline. Une large étude menée sur plus de 300 sujets 
obèses a montré que la consommation d’EPA+DHA pendant 2 mois améliore la glycémie, 
l’insulinémie, et l’HOMA-IR, alors que la consommation de poisson gras (saumon) n’a pas les 
mêmes effets [Ramel, et al. 2008]. Les mêmes résultats ont été obtenus chez des femmes 
obèses supplémentées en EPA+DHA pendant 2 mois [Mohammadi, et al. 2012]. Chez des 
patients obèses, une consommation d’ω3 pendant 6 mois a permis de diminuer l’HOMA-IR et le 
TNFα circulant [Spadaro, et al. 2008]. La sensibilité à l’insuline d’enfants en surpoids est 
améliorée après 6 mois de supplémentation en DHA [Nobili, et al. 2011], et chez des enfants et 
adolescents obèses et résistants à l'insuline, l’HOMA-IR est diminué après 3 mois  de 
supplémentation en EPA+DHA, alors qu’un traitement à la Metformine ne permet pas d’obtenir 
ces résultats [Juarez-Lopez, et al. 2013], ce qui rend la supplémentation en ω3 intéressante 
pour traiter l’insulino-résistance des enfants et adolescents, dont la prévalence est en 
constante augmentation [Caprio 2012]. 
 
La grande disparité des résultats obtenus par les nombreuses études cliniques ne nous 
permet pas de conclure quant à un effet bénéfique des ω3 sur la sensibilité à l’insuline de 
patients obèses ou diabétiques, ce manque de certitude provenant du manque d’études 
menées sur le long terme, et sur un échantillon suffisamment important. Les effets bénéfiques 
montrés par certaines études, et l’association qu’il existe entre les taux d’ω3 sanguins et la 
sensibilité à l’insuline, poussent quand même à vouloir comprendre comment ces ω3 peuvent 
agir sur la sensibilité à l’insuline. Les études in vitro et les modèles animaux de résistance à 
l'insuline ont permis de décrypter certains mécanisme impliqués dans les effets des ω3 sur le 
métabolisme énergétique et sur la sensibilité à l’insuline. 
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2) Modèles animaux et in vitro 
 Effets généraux des ω3 sur l’insulino-résistance. 
Chez des rats nourris avec un régime hyperlipidique (HFD), la supplémentation en huile 
de poisson, ou en ω3 purifiés (EPA, DHA ou EPA+DHA) entraîne une moindre prise de poids 
corporel et une diminution de divers dépôts adipeux [Hainault, et al. 1993], [Baillie, et al. 1999], 
[Belzung, et al. 1993] , [Perez-Matute, et al. 2007], [Takahashi, et al. 2000], parfois associées à 
une réduction de l’hypertrophie adipocytaire [Belzung, et al. 1993], [Parrish, et al. 1990]. La 
supplémentation en huile de poisson empêche le développement de l’insulino-résistance 
induite par un HFD chez le rat, notamment dans le foie et le muscle [Storlien, et al. 1987]. Une 
étude menée en 1999 suivant le devenir du glucose lors d’un clamp euglycémique 
hyperinsulinémique de rats nourris avec un HFD a montré que l’huile de poisson, par rapport à 
l’huile de carthame (riche en ω6) améliore la sensibilité à l’insuline, en favorisant la glycolyse 
musculaire et en diminuant les TG intramusculaires [Jucker, et al. 1999]. 
Une étude a comparé les effets de différents PUFAs sur la sensibilité à l’insuline de rats. 
Après 8 semaines, l’EPA et le DHA diminuent la glycémie et l’insulinémie à jeun et l’HOMA-IR 
des animaux de façon comparable, le mélange EPA+DHA de façon plus marquée, et l’ALA a un 
effet moins marqué que l’EPA et le DHA [Andersen, et al. 2008b], ce qui confirme que ces deux 
PUFA sont métaboliquement plus actifs que leur précurseur. 
 
Les effets insulino-sensibilisateurs des ω3 sont également retrouvés chez des souris 
nourries avec un HFD, chez qui ils améliorent la tolérance au glucose et diminuent la stéatose 
[Liu, et al. 2013] et impliquent une diminution de l’inflammation du tissu adipeux [Kalupahana, 
et al. 2010]. Dans le modèle de souris ob/ob, une supplémentation en ω3 augmente la 
sensibilité à l’insuline du muscle et du foie, augmente l’activation de l’AMPK dans le muscle et 
le tissu adipeux, et ces effets sont associés à une diminution de la stéatose, une augmentation 
de la sécrétion d’adiponectine et de l’expression génique de PPARγ, de GLUT4 et d’IRS-1 dans le 
tissu adipeux, et de GLUT2 et d’IRS-2 dans le foie [Gonzalez-Periz, et al. 2009]. Une analyse 
lipidomique chez ces animaux montre que la supplémentation en ω3 favorise la production de 
résolvines et de protectines, et qu’elle inhibe celle d’eicosanoïdes dérivés des ω6 [Gonzalez-
Periz, et al. 2009]. Plus récemment, une étude menée sur le hamster nourri avec un HFD a 
montré que la prise de poids est empêchée par la supplémentation en ω3, et l’intolérance au 
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glucose induite par le HFD est diminuée. Leur hypertriglycéridémie post-prandiale est 
également diminuée, ainsi que la production de VLDL et l’expression génique de SREBP-1c, FAS, 
SCD1 et DGAT dans le foie [Kasbi Chadli, et al. 2011]. 
 
Toutes ces études menées chez l’animal montrent bien que l’EPA, administré en même 
temps qu’un régime gras, permet de ralentir voire d’empêcher l’apparition de l’obésité et des 
signes de l’insulino-résistance, mais de façon remarquable, il est aussi capable de reverser une 
insulino-résistance déjà installée chez des souris. En effet, dans l’étude de Kalupahana, des 
souris  glucointolérantes suite à un régime gras pendant 6 semaines, voient leur intolérance au 
glucose et leur stéatose hépatique diminuer après 5 semaines de ce même régime, 
supplémenté en EPA, sans pour autant qu’il y ait un effet sur la masse grasse [Kalupahana, et al. 
2010]. 
 
Les effets bénéfiques des ω3 sur le métabolisme énergétique sont en général médiés 
par l’activation du récepteur nucléaire PPARα : la supplémentation en huile de poisson limite 
l’apparition de la résistance à l’insuline de souris nourries avec un HFD, et chez les souris 
PPARα
-/-
, l’huile de poisson ne parvient pas à limiter la résistance à l’insuline et la production 
endogène de glucose mesurées lors d’un clamp euglycémique-hyperinsulinémique [Neschen, et 
al. 2007]. Une étude nutrigénomique a confirmé l’implication de PPARα, en montrant que la 
majorité des gènes régulés dans le foie de souris par les ω3, particulièrement le DHA, le sont via 
PPARα, puisque tous ces gènes ne sont pas modulés chez les souris PPARα
-/-
 [Sanderson, et al. 
2008]. 
 
 Effets sur le transport de glucose  
L’étude de Storlien et al [Storlien, et al. 1987] a montré que la supplémentation en huile 
de poisson augmente le transport de glucose dans les muscles squelettiques oxydatifs (muscle 
soléaire et gastrocnémien rouge) stimulés par l’insuline in vivo. Cet effet pourrait être dû à 
l’augmentation de la translocation des GLUT4, mais la supplémentation en ω3 de rats sous 
régime HFD permet de limiter la diminution de l’expression de GLUT4 observée dans le tissu 
adipeux des animaux HFD [Takahashi and Ide 2000]. 
In vitro par contre, c’est le transport de glucose basal qui est amélioré, après un 
traitement avec de l’EPA pendant 24h sur des myocytes C2C12 [Figueras, et al. 2011]. C’est 
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aussi le cas dans des myocytes humains en culture primaire [Aas, et al. 2006], et dans ces 
cellules, l’augmentation du transport basal est due à l’augmentation de l’expression génique de 
GLUT-1. 
 
 Effets sur la prise en charge des lipides 
Le fait que chez les animaux, l’ingestion d’ω3 résulte en une moindre prise de poids et 
de masse grasse sous régime hyperlipidique, alors que la prise alimentaire n’est généralement 
pas modifiée, suggère qu’une augmentation de la dépense énergétique peut participer à une 
moindre prise de poids. En effet, des rats nourris avec un régime contenant de l’huile de 
poisson ont une dépense énergétique au repos plus importante que des rats nourris avec la 
même quantité d’huile de maïs [Baillie, et al. 1999], et cela semble être le résultat d’une 
augmentation de la β-oxydation peroxysomale, car le gène de l’acyl-coA oxydase est plus 
exprimé dans le muscle squelettique, le cœur et le foie, et UCP3 est plus exprimé dans le 
muscle squelettique des rats nourris avec l’huile de poisson. 
Ainsi, la consommation d’ω3 redirigerait les lipides vers le catabolisme, plutôt que vers 
le stockage dans les muscles et le foie, où leur présence est délétère. En effet, chez des rats 
nourris avec un régime HFD supplémenté en huile de poisson, l’activité de CPT1 est augmentée 
dans le cœur et les muscles squelettiques dès 4 semaines, et la CPT1 est moins sensible au 
malonyl-coA [Power, et al. 1997]. De même, les souris nourries avec un HFD contenant de 
l’EPA+DHA ont une plus forte expression génique de CPT1a et de PGC1α dans le tissu adipeux 
épididymaire, associée à une augmentation de la β-oxydation et une diminution de la 
lipogenèse [Flachs, et al. 2005]. De même, une supplémentation en EPA de souris nourries avec 
un HFD augmente l’expression et l’activité de la CPT1 et diminue celles de la FAS dans le foie 
[Liu, et al. 2013], [Umeda-Sawada, et al. 2001]. 
L’AMPK est un intermédiaire des effets des ω3 sur le métabolisme lipidique, car en 
phosphorylant la malonyl-coaA-décarboxylase, elle lève l’inhibition du malonyl-coA sur la β-
oxydation, et dans des cultures primaires d’adipocytes de rats, un traitement à l’EPA active 
l’AMPK [Lorente-Cebrian, et al. 2009]. Les effets des ω3 sur l’oxydation sont également médiés 
par une modulation de l’expression génique, en particulier via PPARα [Brandt, et al. 1998]. Les 
PUFAs sont de très bons ligands de PPARα [Krey, et al. 1997], et l’expression d’UCP2 stimulée 
par l’EPA dans des hépatocytes semble dépendante de l’activation de PPARα [Armstrong, et al. 
2001]. De plus, les promoteurs des gènes codant pour CPT1 [Brandt, et al. 1998], de l’acyl-coA-
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oxydase [Varanasi, et al. 1996] et les enzymes découplantes de la mitochondrie [Schrauwen, et 
al. 1999] possèdent des éléments PPRE, ce qui suggère que l’augmentation de la β-oxydation 
stimulée par les ω3 ne serait pas associée à une augmentation délétère de ROS dans la 
mitochondrie. 
 
Dans le muscle, la mesure directe de la β-oxydation de lipides a rarement été étudiée 
après une supplémentation en ω3. Certaines études rapportent un effet inhibiteur de l’EPA sur 
la β-oxydation ex vivo dans le muscle EDL (extenseur commun des orteils) de souris, [Figueras, 
et al. 2011], et dans des myocytes primaires humains isolés à partir de muscle vaste latéral (VL), 
on observe une inhibition [Aas, et al. 2006]  ou une stimulation de la β-oxydation [Wensaas, et 
al. 2009], selon les études. Cependant ces muscles sont respectivement glycolytiques et mixtes. 
Un effet stimulateur de la β-oxydation dans des muscles oxydatifs, tels que le muscle soléaire 
ou gastrocnémien rouge ne sont donc pas exclus, et serait cohérents avec l’activation de PPARα 
par les PUFAs. 
 
En activant PPARα, les ω3 sont également capables d’inhiber la lipogenèse de novo, en 
inhibant l’expression de SREBP-1c dans le foie [Price, et al. 2000] , [Jump 2008], ce qui participe 
à la protection contre le stockage ectopique de lipides. En effet, la stéatose hépatique et 
l’accumulation de lipides dans les muscles sont fréquemment diminués lorsque l’on compare 
un régime HFD supplémenté en ω3 avec un HFD contenant des lipides saturés [Jucker, et al. 
1999], [Gonzalez-Periz, et al. 2009], [Neschen, et al. 2007], [Svegliati-Baroni, et al. 2006], ce qui 
est en accord avec une meilleure sensibilité à l’insuline. L’étude de Kuda et al n’a pas montré 
d’effet net de l’EPA+DHA sur les TG musculaires et hépatiques de souris nourries avec un HFD, 
mais montre une diminution des céramides musculaires en association avec la Rosiglitazone, ce 
qui est bénéfique pour la sensibilité à l’insuline [Kuda, et al. 2009]. 
 
L’activation de PPARα par les ω3 permet donc une réorientation des lipides vers leur 
catabolisme plutôt que vers leur stockage [Price, et al. 2000]. Nous verrons également par la 
suite que d’autres effets des ω3 peuvent être médiés par l’activation de PPARγ. 
Cependant, la toute puissance des PPARs dans les effets bénéfiques des ω3 sur le 
métabolisme énergétique a été remise en cause par une étude récente. Des souris soumises à 
un régime riche en fructose pendant 8 semaines développent une stéatose, due à l’induction de 
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l’expression génique d’enzymes lipogéniques, une hypertriglycéridémie et une 
hypercholestérolémie, accompagnées d’une diminution de l’expression de PPARδ et de PGC1α 
dans le foie. La supplémentation en EPA+DHA protège les animaux des effets du régime, sans 
modifier l’expression de PPARα, PPARδ, PPARγ ou PGC1α dans le foie et le tissu adipeux 
[Karsenty, et al. 2012]. Il serait cependant nécessaire de mesurer l’activation et la translocation 
de ces récepteurs nucléaires en réponse au régime supplémenté en EPA+DHA afin d’exclure de 
façon certaine l’implication de ces PPARs dans les effets des ω3 sur ce régime riche en fructose. 
 
Les ω3 peuvent effectivement moduler l’expression de gènes impliqués dans le 
métabolisme de façon directe. Par exemple, les ω3 peuvent agir sur SREBP-1c de façon directe : 
le DHA peut, en inhibant l’expression d’Isig2 et de SCAP, limiter la maturation et le transport de 
SREBP-1c vers le noyau [Botolin, et al. 2006]. Il est aussi capable d’accélérer sa dégradation par 
la voie du protéasome [Botolin, et al. 2006]. 
L’amélioration de la sensibilité à l’insuline par les ω3 peut aussi passer par une 
régulation allostérique de certains acteurs de la signalisation insulinique, plutôt que par une 
régulation génique. Dans des modèles de cellules neuronales, le DHA est capable d’inhiber JNK 
et la phosphorylation inactivatrice d’IRS-1 [Ma, et al. 2009], et lorsque des souris sous HFD sont 
supplémentées en huile de poisson, on observe une diminution de la phosphorylation de JNK et 
d’IRS-1 dans l’hippocampe [Ma, et al. 2009]. La suppression de l’activation de JNK par les ω3 a 
également été montrée dans des monocytes [Zhao, et al. 2005], des cardiomyocytes [Shimojo, 
et al. 2006], et des myoblastes en culture [Ohta, et al. 2012], on pourrait donc s’attendre à ce 
que les ω3 aient le même effet dans le muscle, le foie ou le tissu adipeux, menant à une 
diminution de l’insulino-résistance. A ce jour, la diminution de l’activation de JNK par les ω3 n’a 
pas été déterminée dans ces organes, mais un régime hyperlipidique riche en lipides saturés est 
capable d’augmenter l’activation de JNK ainsi que la phosphorylation d’RS1 sur une sérine 
[Svegliati-Baroni, et al. 2006]. Après 1 mois sous ce HFD, une supplémentation en EPA+DHA 
permet de diminuer l’expression du TNFα, qui est aussi capable d’interférer avec la signalisation 
insulinique. Cependant, dans cette étude, les effets de la supplémentation sont accompagnés 
d’une ré-augmentation de l’expression de PPARα, qui est diminuée sous ce régime HFD, on ne 
peut donc pas exclure l’implication de PPARα dans ce cas précis. 
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Ainsi, bien que les nombreuses études menées chez l’animal montrent que les ω3, 
surtout l’EPA et le DHA, sont particulièrement efficaces pour réduire la prise de poids et de 
masse grasse sous régime gras, ainsi que la résistance à l’insuline ; leur impact sur la 
composition corporelle et la sensibilité à l’insuline chez l’Homme est moins net, du à la grande 
disparité entre les études. Il est possible que des enzymes présentes chez les rongeurs 
permettant aux ω3 d’exercer leurs effets ne soient pas aussi efficaces chez l’Homme. Un autre 
élément non négligeable à prendre en compte est la dose utilisée pour les études chez 
l’Homme, qui est généralement plus faible que celles utilisées dans les études in vitro et 
animales. 
 
Cependant, les études cliniques et animales combinant la prise d’ω3 combinée avec des 
programmes de perte de poids [Krebs, et al. 2006], [Spadaro, et al. 2008] ou des traitements 
antidiabétiques [Horakova, et al. 2012] montrent que les ω3 peuvent optimiser ces traitements, 
et encouragent à fouiller cette perspective thérapeutique. 
De plus, une étude sur myocytes humain en culture a montré un effet très intéressant 
de l’EPA, qui promeut la flexibilité métabolique, c'est-à-dire qu’il facilite l’adaptation des 
cellules musculaires au substrat qui leur est apporté. Lorsque du glucose est apporté au milieu 
de culture, l’EPA promeut la suppression de l’oxydation des lipides, et à l’inverse, lorsque le 
ratio lipides/glucose est augmenté, il promeut l’augmentation de l’oxydation des lipides 
[Hessvik, et al. 2010]. La flexibilité métabolique étant altérée chez les patients insulino-
résistants [Galgani, et al. 2008], cela ajoute un intérêt supplémentaire à l’utilisation de l’EPA 
dans la prévention ou le traitement du diabète de type II. 
 
IV) L’EPA et les adipokines 
Les adipokines jouant un rôle important dans le métabolisme énergétique, la relation 
entre PUFAs et adipokines a suscité un intérêt grandissant [Moreno-Aliaga, et al. 2010], cette 
partie détaillera les effets de l’EPA sur la production d’adipokines, aussi bien bénéfiques que 
délétères. 
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1) Effets de l’EPA sur les adipokines délétères 
L’EPA est capable de diminuer l’expression de la résistine dans des adipocytes 3T3-L1 
[Haugen, et al. 2005], mais de façon surprenante, parmi tous les acides gras testés, le plus fort 
effet inhibiteur est obtenu avec l’AA (C20:4 ω6) dans cette étude. La seule étude clinique 
recherchant un effet des ω3 sur la résistine a pu confirmer cet effet. Bien qu’elle ne concerne 
pas des patients obèses ni diabétiques, l’étude d’Olza et al a comparé les taux plasmatiques 
d’adipokines de patients âgés nourris de façon parentérale avec ou sans un supplément 
d’EPA+DHA. Les taux de leptine et d’adiponectine ne sont pas modifiés, mais ceux de résistine 
sont diminués chez les patients recevant le mélange EPA+DHA pendant 6 mois [Olza, et al. 
2010]. 
Nous avons vu plus haut que les ω3 ont un fort pouvoir anti-inflammatoire via les 
eicosanoïdes, en agissant sur la production de cytokines de cellules immunitaires telles que le 
TNFα. Ces cellules sont certes une source importante de TNFα, mais le tissu adipeux aussi. Chez 
des rats rendus obèses par un régime cafétéria, l’expression du TNFα dans le tissu adipeux 
épididymaire est augmentée, ce qui a été confirmé par de nombreuses études utilisant des 
régimes hyperlipidiques, et l’administration d’EPA empêche l’augmentation de l’expression de 
TNFα [Perez-Matute, et al. 2007]. Dans des cultures primaires d’adipocytes humains, un 
traitement à l’EPA diminue de moitié la sécrétion de TNFα et de MCP-1 induite par le LPS 
[Murumalla, et al. 2012]. En plus de diminuer la production de TNFα par les adipocytes, l’EPA 
est également capable de reverser la lipolyse induite par le TNFα dans des adipocytes 3T3-L1 
[Lorente-Cebrian, et al. 2012], pouvant ainsi participer à la réduction des AGL circulants, et 
donc à l’amélioration de la sensibilité à l’insuline générale. 
Dans le foie aussi, l’expression du TNFα est sous le contrôle des ω3. Après 1 mois de régime 
HFD, des rats chez qui l’expression hépatique du TNFα est augmentée, ont été supplémentés en 
ω3 pendant 2 mois, et l’expression du TNFα revient à une valeur proche des rats nourris avec 
un régime normal [Svegliati-Baroni, et al. 2006]. Par contre, ces études animales ne précisent 
pas si les taux circulants de TNFα sont modifiés par l’EPA. Les études cliniques ont pu montrer 
une diminution du TNFα circulant suite à une supplémentation en ω3 chez des patients non 
obèses et obèses [de Mello, et al. 2009], [Spadaro, et al. 2008], et l’étude de Zhang et al montre 
que chez les femmes hypertriglycéridémiques en surpoids, la consommation de saumon 
permet de diminuer leurs taux plasmatiques de TNFα, [Zhang, et al. 2012a]. Il serait intéressant 
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de déterminer si cette diminution résulte d’une diminution de l’expression du TNFα 
adipocytaire, ce qui confirmerait les études animales. 
 
2) Effets de l’EPA sur les adipokines bénéfiques 
L’expression et la sécrétion d’adiponectine sont diminuées en condition d’obésité et de 
résistance à l’insuline et ce, de façon inversement proportionnelle à la masse grasse. Chez des 
patients atteints de maladie coronarienne, les taux plasmatiques d’EPA sont corrélés avec les 
taux d’adiponectine [Rasmussen, et al. 2009], et chez des femmes obèses, le ratio AA/EPA est 
négativement associé à l’adiponectinémie et à l’expression de l’adiponectine dans le tissu 
adipeux viscéral [Caspar-Bauguil, et al. 2012]. 
L’EPA est capable d’augmenter l’adiponectinémie de sujets obèses après 3 mois de 
supplémentation [Itoh, et al. 2007], et en association avec un programme de perte de poids, 
une supplémentation en EPA+DHA permet d’augmenter l’adiponectinémie [Wong, et al. 2013] 
de sujets obèses. Chez des femmes hypertriglycéridémiques en surpoids, l’augmentation de la 
consommation de saumon a le même effet sur l’adiponectine plasmatique [Zhang, et al. 
2012a]. Chez des patientes obèses atteintes de polykystose ovarienne, un traitement à 
l’EPA+DHA augmente l’adiponectinémie, accompagnée d’une diminution de l’HOMA-IR 
[Mohammadi, et al. 2012]. 
Chez le rongeur, le même effet est constaté, que ce soit chez des rats nourris avec un régime 
normal [Duda, et al. 2009b], un régime hyperlipidique [Svegliati-Baroni, et al. 2006] ou chez des 
souris sous HFD [Flachs, et al. 2006] ou ob/ob [Itoh, et al. 2007]. 
 
L’augmentation de l’adiponectinémie pourrait être le simple reflet d’une moindre masse 
grasse, mais un effet direct de l’EPA est observé sur la production d’adiponectine. Dans le tissu 
adipeux ou les adipocytes, l’expression [Flachs, et al. 2006], [Svegliati-Baroni, et al. 2006] et la 
sécrétion [Tishinsky, et al. 2011], [Lefils-Lacourtablaise, et al. 2013] de l’adiponectine est 
augmentée par l’EPA. 
Contrairement aux effets de l’EPA sur le métabolisme lipidique, ses effets sur la 
production d’adiponectine ne semblent pas être médiés par PPARα. L’étude de Neschen et al a 
montré que chez des souris supplémentées en huile de poisson, l’augmentation de 
l’adiponectinémie est toujours observée chez les souris PPARα
-/-
, mais n’est pas observée 
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lorsque les souris wt reçoivent un inhibiteur de PPARγ [Neschen, et al. 2006]. L’effet spécifique 
de l’EPA sur la production d’adiponectine par les adipocytes est lui aussi médié par l’activation 
de PPARγ, car l’utilisation d’un inhibiteur empêche la sécrétion d’adiponectine par des 
adipocytes primaires humains stimulés à l’EPA [Tishinsky, et al. 2011]. De façon intéressante, le 
traitement de ces adipocytes avec l’EPA en association avec la Roziglitazone, un agoniste de 
PPARγ, entraîne une plus forte augmentation de la sécrétion d’adiponectine que celle obtenue 
par ces deux composés séparément [Tishinsky, et al. 2011], confirmant le rôle de PPARγ dans 
cet effet de l’EPA. 
L’activation de l’AMPK est aussi capable d’induire l’expression d’adiponectine dans le 
tissu adipeux humain ex vivo [Lihn, et al. 2004], et le traitement d’adipocytes avec l’EPA active 
cette protéine kinase. Il est donc possible que l’activation de l’AMPK suite à l’administration 
d’EPA entraîne l’expression d’adiponectine, ce qui reste à être confirmé, aussi bien in vitro qu’in 
vivo. 
Les eicosanoïdes issue de l’EPA peuvent également induire la production 
d’adiponectine, comme cela a été montré pour la prostaglandine 15-désoxy-δ
12,14
-PGJ3 (15d-
PGJ3) dans des adipocytes 3T3-L1, et cette voie d’induction est également dépendante de 
PPARγ [Lefils-Lacourtablaise, et al. 2013]. Un rôle possible de cette prostaglandine dans 
l’amélioration du métabolisme énergétique due aux traitements à l’EPA est donc envisageable, 
d’autant que l’EPA est spontanément transformé en 15d-PGJ3 dans le tissu adipeux de souris 
nourries avec de l’EPA [Lefils-Lacourtablaise, et al. 2013]. 
Comme expliqué précédemment, l’EPA et ses métabolites sont de nature anti-
inflammatoire, et il peut ainsi agir de façon indirecte sur la production d’adiponectine. La mise 
en co-culture d’adipocytes 3T3-L1 et d’une lignée immortalisée de macrophages RAW264, a 
permis de montrer que non seulement la présence de macrophages diminue l’expression et la 
sécrétion adipocytaire d’adiponectine, mais aussi qu’un traitement à l’EPA ré-augmente la 
sécrétion d’adiponectine, et cet effet est en partie du à une diminution de l’expression de TNFα 
dans la co-culture [Itoh, et al. 2007]. 
 
Cependant, certaines études ne rapportent aucun effet de l’EPA ou d’autres ω3 sur 
l’adiponectine. La supplémentation en ω3 de patients insulino-résistantes pendant 3 mois ne 
modifie pas l’adiponectinémie [Spencer, et al. 2013], et dans une étude clinique comparant 
l’effet de l’EPA à celui d’une statine chez des patients diabétiques et hyperlipidémiques, la 
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supplémentation en EPA n’a pas augmenté les taux d’adiponectine, contrairement à la statine 
[Nomura, et al. 2009]. De même, l’expression de l’adiponectine n’est pas modifiée par l’EPA 
dans le tissu adipeux de rats nourris avec un régime cafétéria [Perez-Matute, et al. 2007]. 
 
La leptine, impliquée dans le phénomène de satiété, est augmentée dans le plasma en 
condition d’obésité et de résistance à l’insuline [Maffei, et al. 1995], qui est également 
considérée comme un état de résistance centrale à la leptine. Comme évoqué précédemment, 
son expression dans le tissu adipeux est proportionnelle à la masse grasse, mais 
l’administration de leptine exogène est bénéfique en limitant le stockage ectopique des lipides 
[Shimabukuro, et al. 1997]. 
Une étude menée sur des rats rendus obèses par un régime cafétéria a montré, outre 
une prise de poids importante, une légère augmentation de la leptine plasmatique et, lorsque 
les rats reçoivent une dose quotidienne d’EPA par gavage, la leptinémie est quasiment doublée 
par rapport à celles des rats obèses [Perez-Matute, et al. 2007]. De plus, l’expression génique 
de la leptine est augmentée dans le tissu adipeux épididymaire, alors que ce dépôt adipeux 
n’est pas plus développé chez ces animaux et qu’ils prennent moins de poids. Ceci confirme un 
rôle direct de l’EPA sur l’expression de la leptine, indépendamment de la masse grasse. Les 
effets de l’EPA dans cette étude sont également associés à une réduction de la prise alimentaire 
[Perez-Matute, et al. 2007], pouvant participer à l’amélioration globale observée. La régulation 
de la leptine par l’EPA semble être spécifique du dépôt adipeux considéré, ce qui est suggéré 
par l’étude de Raclot et al, qui montre que chez le rat nourri avec un régime HFD, la présence 
d’EPA dans le régime diminue l’expression génique de la leptine dans le tissu adipeux 
rétropéritonéal alors qu’elle n’est pas modifiée dans le tissu adipeux sous-cutané [Raclot, et al. 
1997]. 
La leptine étant produite et sécrétée majoritairement par les adipocytes, des études in 
vitro ont tenté de décrire le mécanisme par lequel l’EPA peut induire son expression. La 
sécrétion de leptine est stimulée par l’insuline, mais il a été démontré qu’elle est plus sensible à 
l’utilisation de glucose qu’à l’insuline [Wellhoener, et al. 2000]. Ceci a été confirmé par l’étude 
de Murata et al qui montre que l’augmentation de l’expression et de la sécrétion de leptine, 
stimulée par l’EPA dans des adipocytes 3T3-L1, est inhibée par un inhibiteur de la voie de 
biosynthèse des glucosamines [Murata, et al. 2000]. Dans cette étude, l’activation des PPARs 
n’a aucun effet sur la production de leptine. Une association entre le catabolisme du glucose et 
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la production de leptine a également été observée dans des adipocytes isolés de rats traités in 
vitro à l’EPA [Perez-Matute, et al. 2005]. 
Une régulation négative de la leptine par l’EPA a été rapportée par une étude montrant 
une diminution de l’expression génique de la leptine dans des adipocytes 3T3-L1 traités avec 
500µM d’EPA [Reseland, et al. 2001]. L’étude de Murata et al a raporté un moindre effet de la 
dose 1000µM par rapport aux doses plus de 100 et 200µM d’EPA, en ce qui concerne 
l’expression de la leptine [Murata, et al. 2000]. A ces doses de 500 et 1000µM, plus élevées que 
celles classiquement utilisées in vitro pour l’étude des lipides, à savoir en-dessous de 300µM, 
les cellules semblent répondre différemment à l’EPA. Il est possible qu’à des concentrations 
trop fortes, la péroxydation de l’EPA entraîne des effets délétères du stress oxydant, mais 
aucune explication n’a pu être apportée par ces études. 
 
Certaines études animales et cliniques n’ont cependant pas observé d’effets de l’EPA sur 
la production de leptine. Une étude menée sur des rats nourris avec des régimes gras riches en 
ω6 ou en ω3, a montré que l’expression de la leptine est augmentée dans le groupe ω6, mais 
pas dans le groupe ω3 [Takahashi and Ide 2000]. Ce manque d’effet a également été retrouvé 
chez des souris nourries avec un HFD supplémenté en EPA+DHA pendant 5 semaines [Flachs, et 
al. 2006]. 
 
La visfatine est une adipokine bénéfique pour la sensibilité à l’insuline, et sa 
concentration plasmatique est diminuée en condition d’obésité [Pagano, et al. 2006]. Chez des 
femmes diabétiques, la supplémentation en EPA+DHA a permis de doubler la concentration 
plasmatique de visfatine [Hajianfar, et al. 2011], et une étude menée chez le rat a permis de 
montrer que l’EPA a un effet propre sur la production de visfatine. L’étude de Pérez-Echarri et 
al montre qu’un régime cafétéria diminue son expression dans le tissu adipeux viscéral de rat 
après 5 semaines, et que l’administration d’EPA par gavage durant ces 5 semaines limite 
légèrement mais significativement cette diminution. En revanche, aucune modification de son 
taux plasmatique n’est observée chez ces animaux [Perez-Echarri, et al. 2009]. In vitro, le 
traitement d’adipocytes primaires de rats avec l’EPA augmente l’expression et la sécrétion de 
visfatine, et cet effet est dépendant de l’activation de l’AMPK [Lorente-Cebrian, et al. 2009]. 
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3) Effets de l’EPA sur l’apeline 
Parmi les facteurs circulants connus pour moduler l’expression adipocytaire de l’apeline, 
évoqués dans le chapitre III, se trouve l’EPA. 
 
La première étude établissant un lien entre l’EPA et l’apeline a été publiée en 2009 et 
montre que la supplémentation en EPA de rats nourris avec un régime cafétéria pendant 5 
semaines permet d’augmenter l’expression de l’apeline dans le tissu adipeux viscéral, de façon 
plus importante qu’avec le régime cafétéria seul [Perez-Echarri, et al. 2009]. L’expression de 
l’apeline étant augmentée dans le tissu adipeux de sujets obèses et diminué après une perte de 
poids [Castan-Laurell, et al. 2008], [Heinonen, et al. 2009], [Krist, et al. 2013], le fait que 
l’expression de l’apeline soit augmentée dans le tissu adipeux de ces rats, alors que la masse 
grasse est légèrement diminuée, suggère que l’EPA a un effet direct sur le tissu adipeux en 
augmentant la production d’apeline, indépendamment de l’amélioration de la sensibilité à 
l’insuline qui est observée. Ainsi, les effets bénéfiques de l’EPA sur la sensibilité à l’insuline 
pourraient être en partie médiés par l’action bénéfique de l’apeline. Dans ce sens, les auteurs 
remarquent que, bien que l’apelinémie ne soit pas modifiée par le traitement à l’EPA, le ratio 
apeline plasmatique / tissu adipeux est inversement corrélé à l’HOMA-IR des animaux [Perez-
Echarri, et al. 2009]. 
Un an plus tard, l’effet de l’EPA sur l’expression de l’apeline est confirmé in vitro dans 
des adipocytes 3T3-L1 [Lorente-Cebrian, et al. 2010]. La sécrétion de l’apeline par ces 
adipocytes est augmentée par l’EPA. En plus de ses effets sur la production basale d’apeline, 
l’EPA permet d’augmenter l’expression et la sécrétion d’apeline stimulée par l’insuline, l’effet 
de ces deux composés étant plus marqué que leurs effets individuels. La voie des MAPK ne 
semble pas être impliquée dans ces effets, alors que c’est le cas pour l’induction de l’apeline 
par l’insuline [Boucher, et al. 2005] ; mais l’activation dose-dépendante d’Akt dans les 
adipocytes traités à l’EPA suggère l’implication de la voie PI3K/Akt, ce qui est confirmé par 
l’utilisation d’un inhibiteur de PI3K, le LY294002, qui résulte en l’abolition de l’expression et de 
la sécrétion d’apeline stimulée par l’EPA. De façon intéressante, cette étude montre que l’EPA a 
un effet sur la sécrétion d’apeline indépendant de son expression génique : l’inhibition de la 
transcription et de la synthèse protéique dans les adipocytes n’empêche pas les adipocytes de 
sécréter plus d’apeline suite à une stimulation par l’EPA. Les auteurs soulèvent la possibilité de 
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l’existence d’un pool intracellulaire d’apeline dans les adipocytes, comme c’est le cas pour la 
leptine [Roh, et al. 2000]. On ne peut pas non plus exclure un effet potentiel de l’EPA sur la 
dégradation de l’apeline, d’autant plus que l’enzyme ACE2, capable d’hydrolyser l’apeline, est 
produite par les 3T3-L1 [Gupte, et al. 2008], et que l’EPA est capable d’inhiber son activité in 




Objectifs de la thèse 
 
 
Au début de cette thèse, les effets bénéfiques d’un traitement chronique à l’apeline sur 
la sensibilité à l’insuline, le tissu adipeux blanc et le métabolisme lipidique du muscle, venaient 
d’être décrits chez la souris obèse et insulino-résistante [Attane, et al. 2012], sans que l’on 
sache pour autant si le métabolisme hépatique était aussi modifié, ni si l’apeline pouvait agir 
sur le foie. 
C’est pourquoi nous avons étudié le métabolisme énergétique du foie chez des souris 
rendues obèses et résistantes à l’insuline, traitées à l’apeline pendant 4 semaines, dans un 
contexte identique. Nous avons également étudié la régulation de l’expression d’APJ et sa 





Parallèlement, étant donné que l’apeline et l’EPA, un acide gras polyinsaturé de la 
famille des ω3, exercent des effets bénéfiques sur la sensibilité à l’insuline [Poudyal and Brown 
2013] et que l’EPA augmente l’expression de l’apeline dans le tissu adipeux de rat [Perez-
Echarri, et al. 2009] et dans les adipocytes où il augmente aussi sa sécrétion [Lorente-Cebrian, 
et al. 2010], nous avons voulu savoir si l’EPA pouvait également réguler l’expression musculaire 
de l’apeline. 
Pour cela, nous avons mené d’une part un travail de caractérisation métabolique de 
souries nourries avec un régime riche en lipides, supplémenté ou non en EPA, en nous 
intéressant particulièrement au métabolisme lipidique du muscle, et nous avons d’autre part 
étudié la régulation du système apeline/APJ musculaire in vivo et in vitro. 
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Effets d’un traitement chronique à l’apeline sur le métabolisme énergétique de souris obèses 
et insulino-résistantes, et régulation de son récepteur APJ dans la résistance à l’insuline. 
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Effets de l’EPA sur le métabolisme énergétique 
de souris insulino-résistantes et sur 
le système Apeline/APJ musculaire 
 
 
Ce travail a été initié dans le cadre d’une collaboration avec une équipe italienne dirigée 
par le Dr Lillà Lionetti, qui travaillait sur les effets d’une supplémentation alimentaire en huile 
de poisson, riche en EPA, chez des rats résistants à l’insuline. Cette équipe a montré que cette 
supplémentation, en plus d’améliorer la tolérance à l’insuline, augmente l’activité enzymatique 
de la CPT1 et de la citrate synthase dans les mitochondries intramyofibrillaires du muscle 
squelettique (résultats en cours de publication). Ces enzymes étant impliquées dans la β-
oxydation et le cycle de Krebs respectivement, et les TG intramusculaires étant diminués, cela 
suggère une augmentation de la β-oxydation des lipides, comme dans le muscle de souris 
insulino-résistantes traitées à l’apeline [Attane, et al. 2012]. C’est pourquoi, dans le cadre de sa 
formation de thèse, Angelica Pignalosa nous a rejoints durant 6 mois, pour développer un 
projet pouvant allier les thématiques respectives de nos laboratoires. 
 
Nous avons ainsi étudié, chez la souris, l’effet d’un régime gras supplémenté en EPA sur 
le métabolisme lipidique du muscle et sur l’expression de l’apeline, mais aussi de son récepteur 
APJ dans le muscle et en parallèle dans le tissu adipeux, dans le but de déterminer si l’apeline 
peut être impliquée dans les effets bénéfiques de l’EPA. Nous avons donc mis au point les 
protocoles in vivo, et commencé l’étude in vitro ensemble. 
 
Ce travail a fait l’objet d’une publication, intitulée “Effects of dietary Eicosapentaenoic 
Acid (EPA) supplementation in high-fat fed mice on lipid metabolism and Apelin/APJ system in 
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Abstract
Various studies have shown that eicosapentaenoic acid (EPA) has beneficial effects on obesity and associated disorders.
Apelin, the ligand of APJ receptor also exerts insulin-sensitizing effects especially by improving muscle metabolism. EPA has
been shown to increase apelin production in adipose tissue but its effects in muscle have not been addressed. Thus, the
effects of EPA supplementation (36 g/kg EPA) in high-fat diet (HFD) (45% fat, 20% protein, 35% carbohydrate) were studied
in mice with focus on muscle lipid metabolism and apelin/APJ expression. Compared with HFD mice, HFD+EPA mice had
significantly less weight gain, fat mass, lower blood glucose, insulinemia and hepatic steatosis after 10 weeks of diet. In
addition, EPA prevented muscle metabolism alterations since intramuscular triglycerides were decreased and b-oxidation
increased. In soleus muscles of HFD+EPA mice, apelin and APJ expression were significantly increased compared to HFD
mice. However, plasma apelin concentrations in HFD and HFD+EPA mice were similar. EPA-induced apelin expression was
confirmed in differentiated C2C12 myocytes but in this model, apelin secretion was also increased in response to EPA
treatment. In conclusion, EPA supplementation in HFD prevents obesity and metabolic alterations in mice, especially in
skeletal muscle. Since EPA increases apelin/APJ expression in muscle, apelin may act in a paracrine/autocrine manner to
contribute to these benefical effects.
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Introduction
Obesity and associated diseases such as type 2 diabetes or
hypertension are a major public health problem. Different
strategies, from lifestyle changes to pharmacological interventions,
have been shown to be successful in improving metabolism and
reducing weight gain. The role of the long-chain omega-3
polyinsaturated fatty acids (n-3 PUFAs) has been largely
documented. In clinical trials, the delay of the onset of
cardiovascular events and a decrease in obesity and in the
incidence of type 2 diabetes has been described in response to
dietary intake of PUFAs [1,2,3]. However, change in insulin
sensitivity or body weight after n-3 PUFAs supplementation has
not always been demonstrated [4]. Eicosapentaenoic acid (EPA),
one of the major PUFAs contained in fish oil has been shown to
exert anti-atherogenic, anti-inflammatory and lipid-lowering
effects [4,5]. In numerous animal models, EPA supplementation
into high-fat diets (HFD) has also been shown to prevent [6–9] but
also to reverse obesity [6]. Since adipose tissue is now considered
as an endocrine organ, different studies have also demonstrated
the effect of EPA (alone or in combination with other n-3 PUFAs)
on different adipokines expression and/or secretion. EPA was
shown to increase leptin expression and secretion in cultured
adipocytes [10,11] but not in vivo [12]. Increased adiponectin has
been observed in adipose tissue of ob/ob mice receiving n-3
PUFA-enriched diet [9] or in adipose tissue of HFD fed mice [13]
and in cultured human adipocytes in response to EPA [14]. Due to
the more recent identification of apelin as an adipokine involved in
glucose metabolism [15], EPA alone has also been shown to
increase apelin expression and secretion in 3T3-L1 adipocytes [16]
and in adipose tissue of cafeteria diet-fed rats [17].
In addition, apelin is also a peptide expressed in different tissues
such as skeletal muscles [18,19]. The apelin receptor, APJ, is also
often expressed in the same tissues than apelin. Insulin is able to
regulate both apelin and APJ expression in skeletal muscles [19].
In obese and insulin-resistant mice, apelin and APJ expression are
increased in adipose tissue but not in skeletal muscles [19]. Thus,
there is a tissue-dependent regulation of the apelin/APJ system
that could also be modified with the severity of insulin resistance
(for example in diabetic db/db mice) [19]. More recently, apelin
treatment in obese and insulin resistant mice has been shown to
reduce fat mass and to improve muscle metabolism by increasing
fatty acid oxidation and mitochondrial biogenesis [20]. Prevention
of diet-induced obesity and increased oxidative capacities in
muscles has also been found in transgenic mice overexpressing
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apelin [21]. Thus, apelin is considered as an insulin-sensitizing
factor.
Since EPA and apelin share common metabolic features, the
aim of this work was to test the hypothesis that the beneficial
effects of EPA could be in part due to an up-regulation of the
apelin/APJ system. Since apelin regulation has been studied in
adipose tissue, we focused on muscle metabolism and on
expression of both apelin and APJ in skeletal muscle of mice fed
with a HFD supplemented with EPA. Moreover, only the effect of
EPA was studied in order to compare with previous studies on
apelin expression and on metabolic effects in mice. Dietary EPA
supplementation to HFD prevented alterations in muscle lipid
metabolism induced by HFD. Moreover, it increased significantly
apelin/APJ expression in soleus compared to HFD fed mice. In
vitro, in differentiated C2C12 myocytes, EPA also up-regulated
apelin expression and its secretion suggesting that EPA has a direct




Mice were handled in accordance with the principles and
guidelines established by the Institut National de la Sante´ et de la
Recherche Me´dicale (INSERM), permission number C31 55507.
The animal protocol was approved by the animal ethics committee
of the unit US006 CREFRE (Centre Re´gional d’Exploration
Fonctionnelle et Ressources Expe´rimentales).
Nine-week-old male C57Bl6/J mice were purchased from
Charles River Laboratories (l’Arbresle, France). Mice were housed
conventionally in a constant temperature (20–22uC) and humidity
(50–60%) animal room, with a 12/12 h light/dark cycle (lights on
at 7:00 A.M.) and free access to food and water. Mice were fed a
normal diet (ND), (10, 20 and 70% of energy from fat, protein and
carbohydrate respectively) or a HFD containing 45% fat, 20%
protein, 35% carbohydrate, or HFD containing EPA (HFD+EPA)
45% fat including 3.6% EPA Ethyl Ester (36 g/kg wt/wt), 20%
protein, 35% carbohydrate. Both HFD were containing vitamin E
(0.13%) to prevent peroxidation of EPA. EPA (99.3% purity) was
kindly provided by KD Pharma, Bexbach Germany. All diets were
custom diets made by Research Diets (Research Diets Inc, New
Brunswick, NJ, USA). After 10 weeks of diet, all mice were
sacrificed after a 6-hour fast.
Plasma parameters
Plasma insulin and apelin concentrations were determined with
an ultrasensitive mouse insulin ELISA kit (Mercodia, Uppsala,
Sweden) and a nonselective apelin-12 EIA kit (Phoenix Pharma-
ceuticals, Belmont, CA), respectively. Glycemia was measured
with a glucometer (Accu-check, Roche Diagnostics Grenoble,
France) on blood from the tail vein in fasted mice. EPA and long-
chain fatty acids levels especially, were measured by HPLC after
methylation. Briefly, plasma (10 ml) was hydrolysed in 1 ml KOH
(0.5 M in methanol) at 50uC for 30 minutes, in the presence of the
internal standards glyceryl triheptadecanoate (2 mg), and trans-
methylated in boron trifluoride methanol solution 14% (1 ml) and
hexane (1 ml) at 80uC for 1 h. After addition of water to the crude,
fatty acid methyl esters (FAMEs) were extracted with hexane,
brought to dryness and dissolved in ethyl acetate (20 ml). FAMEs
were analyzed by gas-liquid chromatography [22] on a Clarus 600
Perkin Elmer system using a Famewax RESTEK fused silica
capillary columns (30 m60.32 mm i.d, 0.25 mm film thickness).
Oven temperature was programmed from 110uC to 220uC at a
rate of 2uC per min and the carrier gas was hydrogen (0.5 bar).
The injector and the detector were at 225uC and 245uC
respectively.
Food intake measurement
Food intake was measured 2 days and 6 weeks after the
beginning of the different diets. Mice were housed individually on
a 12 cm-diameter grid of metabolic cages (BioSeb, Spain). They
were given free access to food and water, and the food was
weighed every 12 hours during 48 hours, after 24 h of acclima-
tization.
Body fat mass composition
To determine fat and lean mass, mice were placed in a clear
plastic holder, without anesthesia or sedation, and inserted into the
EchoMRI-3-in-1 system (Echo Medical Systems, Houston, TX).
Total body fat and lean mass were measured one day before
sacrifice.
Oral glucose tolerance test (OGTT)
OGTT was performed one week before the end of the protocol.
After 6 h fast during the light period, mice received glucose (3 g/
kg body weight) by gavage through a gastric tube (outer diameter
1.2 mm). Glycemia was monitored from the tail vein 0, 15, 30, 45,
60, 90, and 120 min after glucose administration, using a
glucometer (Accu-check, Roche Diagnostic, Grenoble, France).
The area under the curve (AUC) was calculated.
Palmitate oxidation
Palmitate oxidation was determined ex vivo in whole soleus
muscle as previously described [20]. Briefly, muscles were
incubated in modified Krebs-Henseleit buffer containing 1.5%
FA-free BSA, 5 mmol/L glucose, 1 mmol/L palmitate, and
0.5 mCi/mL 14C-palmitate (PerkinElmer) at 37uC for 60 min in
a sealed glass vial. At the end of the incubation, tissues were
removed and homogenized in 800 mL lysis buffer for protein
quantification by the method of Bradford (BioRad, France).
Complete oxidation was determined by acidifying the incubation
buffer with 1 mL of 1 mol/L H2SO4, and the 14CO2 was trapped
by benzethonium hydroxide (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
placed in a 0.5 mL microtube in the vial. After 120 min, the
microtube was removed and placed in a scintillation vial, and the
radioactivity was counted (Cytoscint, MP Biomedicals).
Measurement of liver and skeletal muscle lipid content
and liver histological analysis
Gastrocnemius muscle (red part) and a sample of liver were used
to extract total lipids by the Folch method [23], with minor
modifications. Briefly, the frozen tissues were homogenized and
the lipids were extracted using 2.5 ml chloroform/methanol (2/1:
v/v) and 1.2 ml KCl/HCl 2N. After centrifugation, 100 mL of the
organic phase, containing neutral lipids, was brought to dryness
under nitrogen. For determination of triglycerides (TG) content,
the lipid pellet was solubilized in isopropanol and TG concentra-
tions were determined using the enzymatic TG PAP kit
(Biome´rieux, Marcy l’Etoile, France) following the manufacturer’s
instructions. Muscle TG content was normalized to protein
content (Bradford method) and liver TG content was normalized
to tissue weight. For histological analysis, liver samples were fixed
in 4% buffered formalin for 24 hours, and maintained at 4uC in
70% ethanol. Fixed tissues were processed routinely for paraffin
embedding, and 4-mm sections were prepared and stained with
hematoxylin-eosin (H&E) and viewed using an optical microscope
(Nikon Eclipse TE 2000-U).
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Gene expression study
Immediately after euthanasia, soleus muscle, adipose tissue
(perigonadal and subcutaneous depots) and liver were taken and
frozen in liquid nitrogen, and total RNAs were isolated using the
GeneJET RNA Purification kit (Fermentas). Total RNAs (500 ng)
were reverse transcribed using Superscript II reverse transcriptase
(Invitrogen) in the presence of a random hexamer. The same
reaction was performed without Superscript II to estimate DNA
contamination. Real time PCR was performed as previously
described [20]. Analysis of HPRT expression was performed to
normalize gene expression. The sequences of the primers for
apelin are: GTTTGTGGAGTGCCACTG (forward) and CG-
AAGTTCTGGGCTTCAC (reverse), for APJ: GCTGTG-
CCTGTCATGGTGTT (forward) and CACTGGATCTT-
GGTGCCATTT (reverse), for leptin: GGGCTTCACCCCATT-
CTGA (forward) and TGGCTATCTGCAGCACATTTTG
(reverse), for adiponectin: TGGAATGACAGGAGCTGAAGG
(forward) and TATAAGCGGCTTCTCCAGGCT (reverse), for
SREBP-1c: CTGGCTTGGTGATGCTATGTTG (forward) and
GACCATCAAGGCCCCTCAA (reverse), for UCP3: GCTGG-
AGTCTCACCTGTTTACTG (forward) and ACAGAAGCC-
AGCTCCAAAGG (reverse); for CTP1b: GTGCAAGCAG-
CCCGTCTAG (forward) and TTGCGGCGATACATGATCA
(reverse), and for the housekeeping gene HPRT: TGGC-
CATCTGCCTAGTAAAGC (forward) and GGACGCAGCAA-
CTGACATTTC (reverse).
Cell culture experiments
C2C12 mouse myoblasts (ATCC number CRL-1772TM) were
cultured at 37uC in DMEM 1 g/L glucose (Sigma-Aldrich),
supplemented with 20% FBS, 292 mg/ml glutamine and anti-
biotics (2.5 mg/ml amphotericin and 50 mg/ml gentamicin) in
12-well culture plates. To induce differentiation after confluence,
medium was changed to DMEM 4.5 g/L glucose, supplemented
with 5% horse serum. Cells were maintained for 14 days in order
to obtain differentiated polynucleated myotubes. Prior to treat-
ment with EPA (Sigma-Aldrich), cells were serum-deprived for
12 hours. BSA and 200 mM EPA (1:5) were mixed thoroughly
with serum-free medium the day before the stimulation, from a
10 mM EPA stock solution in ethanol, and kept at 4uC overnight.
Equivalent volume of ethanol was mixed with BSA for the control
condition. Different EPA concentrations (10, 50, 100 and 200 mM)
were prepared from the 200 mM solution, and 1 ml was added to
the cells. After 24 h, the medium was collected and kept at 280uC
and the cells were washed with ice-cold PBS, and harvested in lysis
buffer (Fermentas) containing b-mercapto-ethanol for RNA
extraction. Apelin concentration in the medium was measured
as described above after addition of 0.2 TIU/ml Aprotinin
(Sigma-Aldrich) in the medium and concentration of the medium
by evaporation (Concentrator 5301, Eppendorf). Differentiated
C2C12 cells were also treated after 12-hour serum deprivation
with the PI3K inhibitor LY 294002 (20 mM) (Sigma-Aldrich) or
the ERK 1/2 inhibitor U0126 (20 mM) (Cell Signaling) alone or in
the presence of 100 mM EPA for 24 h. The inhibitors were added
30 min prior to the addition of EPA.
Statistical analysis
Data were expressed as means 6SEM. Statistical analyses were
performed with GraphPad Prism 5.0 software (GraphPad Soft-
ware, San Diego, CA). Analysis of differences between groups was
performed with one-way ANOVA followed by Tukey test post hoc.
Non parametric Student t test was also used when appropriate.
Differences were considered significant at P,0.05.
Figure 1. Plasma lipid composition. SFA (Saturated Fatty Acids), MUFAs (Mono-Unsaturated Fatty Acids) and PUFAs (Poly-Unsaturated Fatty
Acids) were measured by gas-liquid chromatography in plasma of fasted mice after 10 weeks feeding with ND (black column, n = 6), HFD (white
column, n= 12) or HFD+EPA (grey column, n= 9). Data are expressed as mean 6SEM. *p,0.05, **p,0.01, ***p,0.001 vs ND; # p,0.05, ## p,0.01,
### p,0.001 vs HFD. ns: not significant
doi:10.1371/journal.pone.0078874.g001
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Results
Bioavailability of EPA and fatty acid composition in
plasma of ND, HFD and HFD+EPA mice
First, detectable plasma lipids were analyzed in the three groups
of mice after 10-week feeding, in order to quantify the increment
in EPA concentration especially in the HFD+EPA group. As
shown in Fig. 1, EPA (C20:5 n-3) was significantly increased in
plasma of HFD+EPA compared to ND and HFD mice:
53.564.3 mM in ND vs 34.161.5 mM in HFD and
1225.5650.1 mM in HFD+EPA. Interestingly, PUFAs from the
omega-6 family, saturated and mono unsaturated fatty acids were
globally significantly decreased in plasma of HFD+EPA mice
compared to HFD mice. Thus, arachidonic acid-derived lipids,
known to exert pro-inflammatory effects [6,24], were decreased in
plasma of HFD+EPA mice.
Effect of EPA on HFD-induced obesity
Both HFD and HFD+EPA groups gained weight compared to
control ND mice (Fig. 2A) but to a significant lesser extent for
HFD+EPA mice. After 10-week feeding, HFD+EPA mice had
higher fat mass (Fig. 2B) and fat pads weights (Fig. 2C) than
control ND mice but significantly less than HFD fed mice.
However, food intake was not different between HFD and
HFD+EPA mice 2 days after the beginning of the protocol
(HFD: 15.561.0 kcal/24 h and HFD+EPA: 19.062.0 kcal/24 h)
and after 6 weeks (HFD: 6.862.6 kcal/24 h and HFD+EPA:
7.762.1 kcal/24 h). Moreover, there was less lipid accumulation
in the liver of HFD+EPA mice than in the liver of HFD mice
(Fig. 2D). This was in agreement with i) the measurement of
triglycerides content: 0.2460.02 for ND (n= 10) vs 0.3860.04 for
HFD (n= 14) and 0.17***60.02 g TG/g liver for HFD+EPA
(n= 14) ***P,0.001 vs HFD and ii) the expression of hepatic
sterol regulatory element-binding protein-1c (SREBP-1c), a
transcription factor involved in lipid synthesis: ND (n= 10):
100610.94 AU, HFD (n= 14) 246.2638.7 AU vs 143.6*619.8
AU in HFD+EPA (n= 14) *P,0.05 vs HFD. HFD+EPA mice also
had a lower glycemia (Fig.3A) and insulinemia (Fig.3B) and a
better glucose tolerance as shown in figure 3C compared to HFD
fed mice. Thus, dietary EPA supplementation protected against
weight gain, hepatic steatosis and insulin resistance.
Effect of EPA on adipokines gene expression
Since HFD+EPA mice had a lower fat mass than HFD mice
and an insulinemia similar to control mice, the expression of
adipokines such as leptin (associated to fat mass expansion) and
Figure 2. Protective effect of EPA supplementation on the HFD-induced obesity. (A) Body weight in mice after 10-week feeding with a ND
(n = 12), HFD (n = 14) or HFD+EPA(n = 14). Results represent mean 6SEM. *p,0.05, **p,0.01, ***p,0.001 vs ND; and ### p,0.001 vs HFD, ns: not
significant. (B) fat and lean mass and (C) fat pads weights of subcutaneous (Subcut), perigonadal (Perigon) and mesenteric (Mes) adipose tissue in
mice fed for 10 weeks with a ND or N (n = 12), HFD or H (n = 14) or HFD+EPA or E (n = 14) Results represent mean 6SEM. ***p,0.001, (D)
Representative photographs of H&E staining of liver section of mice fed the different diets for 10 weeks (bar = 200 mm).
doi:10.1371/journal.pone.0078874.g002
EPA and Apelin/APJ System in Muscle
PLOS ONE | www.plosone.org 4 November 2013 | Volume 8 | Issue 11 | e78874
adiponectin (associated to insulin sensitivity) were measured in
subcutaneous adipose tissue. As expected, leptin was increased and
adiponectin expression decreased in adipose tissue of HFD mice
compared to ND (Fig.4A, B). In adipose tissue of HFD+EPA mice,
leptin expression was decreased whereas adiponectin was
increased compared to HFD mice. These results are in agreement
with the ‘‘healthy’’ phenotype of HFD+EPA mice described in
figure 2 and 3. Concerning the apelin/APJ system, both apelin
and APJ mRNA levels were increased in adipose of HFD mice as
previously reported [19]. However, their expressions were not
different between HFD and HFD+EPA mice in subcutaneous
(Fig 4C and D) and perigonadal adipose tissue (not shown). Plasma
apelin levels were not modified either (0.7060.03 ng/ml in HFD
mice (n = 14) and 0.6760.02 ng/ml in HFD+EPA mice (n = 14)).
Effect of EPA on muscle lipid metabolism
Since muscles are mainly involved in substrate utilization, we
focused on lipid utilization by measuring the intramuscular
triglycerides (IMTG) and the 14C-palmitate oxidation ex vivo in
soleus muscle. Muscle homogenates of HFD mice contained more
IMTG when compared to HFD+EPA and control mice (Fig. 5A).
Moreover the complete oxidation of 14C-palmitate to CO2
(Fig. 5B), although not significantly decreased in muscle of HFD
mice, was significantly increased in muscle of HFD+EPA
compared to HFD mice. The expression of carnitine-palmitoyl-
transferase 1b (CPT1b), the rate-limiting enzyme in mitochondrial
fatty acid oxidation, as well as the uncoupling protein-3 (UCP3),
known to increase with muscle mitochondrial content and to
enhance FAO [25], were also significantly increased (Fig. 5C, D)
in muscle of HFD+EPA compared to HFD. Thus, limited IMTG
storage coupled to increased fatty acid oxidation account for a
better utilization of lipids and less metabolic alterations in muscle
of HFD+EPA mice.
Effect of EPA on apelin and APJ gene expression in
skeletal muscle and C2C12 myotubes
Apelin and APJ expression in muscle of HFD mice were not
significantly increased compared to ND mice as previously
reported [19]. However, a significant increase was observed in
muscle of HFD+EPA (Fig. 6A and B). In order to confirm a direct
effect of EPA on apelin and APJ expression, an in vitro approach
on C2C12 muscle cells was performed. Of note, APJ expression
was not detectable in C2C12 after 14 days of differentiation (data
not shown). However, apelin expression was increased after a 24 h
EPA treatment in a dose-dependent manner with a maximal effect
at 100 mM EPA (Fig. 6C). Interestingly, EPA not only increased
significantly apelin expression but also apelin secretion (Fig. 6D).
The values obtained with 100 mM EPA were 19.6765.00 pg/ml
Figure 3. Protective effect of EPA supplementation on the HFD-induced impaired glucose metabolism. (A) Glycemia and (B) insulinemia
in 6 h-fasted mice fed a ND (n = 12), a HFD (n= 14) or a HFD+EPA (n = 14) after 10 weeks. Results represent mean6SEM. ***p,0.001, (C) OGTT curves
and area under the curve (AUC) of glycemia monitored during OGTT performed on 6 h fasted (during light period) mice after 9 weeks of diet in ND
(n = 4), HFD (n = 6) and HFD+EPA (n = 6) mice. Results represent mean6SEM. *p,0.05, **p,0.01, ***p,0.001 vs ND; and## p,0.01,### p,0.001
vs HFD.
doi:10.1371/journal.pone.0078874.g003
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in control condition (n= 4) and 39.8065.90 pg/ml in response to
100 mM EPA (n= 5). To get further insight, the pathway
regulating the stimulatory effect of EPA on apelin gene expression
was investigated. Since several peroxisome proliferator activated
receptors (PPAR) responsive elements are present in the human
promoter of apelin [26] and since PPAR are activated by n-3
PUFAs and PPARa is involved in partitioning fatty acids towards
oxidation [27], we measured the expression of PPARa in response
to 100 mM EPA in C2C12 myotubes. Even though PPARa gene
expression was very weak, no increase was observed in response to
EPA (not shown) suggesting that PPARa does not play a major
role in the stimulatory effect of EPA on apelin gene expression.
Next, since PI3K and MAPK pathways have been shown to
regulate insulin or TNFa-induced apelin expression in adipocytes
[28,29], C2C12 cells were treated with the PI3K inhibitor LY
294002 (20 mM) or the ERK 1/2 inhibitor U0126 (20 mM) in the
absence or presence of 100 mM EPA. As shown in Fig. 6E, only
the treatment with U0126 decreased the stimulatory effect of EPA
on apelin gene expression suggesting that the MAPK pathway is
involved. However, U0126 had no effect on apelin secretion
induced by EPA (Fig.6F) suggesting that this mechanism is not
dependent on the ERK activation.
Discussion
In the present study we investigated in mice the effect of a HFD
supplemented with EPA on metabolic disturbances usually
associated with HFD feeding. We also studied the regulation of
the apelin/APJ system especially in skeletal muscles, since chronic
apelin treatment has recently been shown to improve insulin
sensitivity mainly by increasing muscle oxidative capacities [20].
The effects of n-3 PUFAs (either a single species or in
combination) on obesity have been studied in several animal
models. In mice fed a HFD enriched with EPA in a similar
amount than in the present study (45% energy from fat, 3,6%
EPA), even though the amount given is far beyond the amount
that can be given in humans, significant decreased weight gain
associated with decreased adiposity was also observed [6].
However the anti-obesity effect of EPA has not been found in
mice fed a HFD containing low sucrose (38.1% fat, 8.5%sucrose,
5% EPA), unlike in mice fed a high-fat/high-sucrose diet (25% fat,
Figure 4. Effect of EPA on adipokines and APJ mRNA expression in adipose tissue. (A) Leptin, (B) Adiponectin, (C) Apelin and (D) APJ
expression in total adipose tissue of ND (n= 12), HFD (n = 14) and HFD+EPA mice (n = 14). Results represent mean 6SEM **p,0.01, ***p,0.001
doi:10.1371/journal.pone.0078874.g004
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32.5%sucrose, 5% EPA) [7]. This underlines the importance of
the composition of the diet in both the treated and control group.
More recently, attenuated body weight gain and reduced fat mass
percentage has also been observed in golden Syrian hamsters fed a
HFD supplemented with n-3 PUFA [8]. In the present study, EPA
supplementation prevents body weight and fat mass gain in
agreement with the anti-obesity effect of EPA. Reduced fat mass
also has an impact on adipokines profile in adipose tissue as shown
here by a decrease in leptin expression and an increase in
adiponectin expression as previously reported [9,12,13]. More-
over, significant correlations have been found between obesity and
the fatty acid composition in serum. Lipid profile in serum mirrors
to a certain extent dietary fatty acid composition and reflects
endogenous fatty acid metabolism. For example, high plasma
concentrations of palmitic (C16:0) or dihomo-c-linolenic (C20:3 n-
6) acids have been reported to be associated with obesity and the
metabolic syndrome in humans [30]. Hereby, plasma concentra-
tions of saturated fatty acids and C20:3 n-6 were decreased in
HFD+EPA mice compared to HFD mice, strengthening the
beneficial anti-obesity effect of EPA.
Obesity has also been associated with lipid accumulation in the
liver leading to steatosis. Limited storage of TG in the liver in
response to EPA has been observed in several studies in rodents
[7–9] but also in humans [31]. This was confirmed in the present
study, in mice, by an absence of TG accumulation and no
increased expression of SREBP-1c in the liver of HFD+EPA mice
compared to HFD mice. Since SREBP-1c controls the expression
of lipogenic enzymes, this suggests that a decrease in lipogenesis
could contribute to the EPA protective effect from HFD-induced
obesity. The weak expression of hepatic SREBP-1c could be due
to a direct effect of EPA on SREBP-1c gene transcription as
previously reported [32] or related to the low concentration of
plasma insulin observed in HFD+EPA mice since this transcription
factor is regulated by insulin [33].
EPA effects on adipose tissue and liver and consequently their
decrease in lipid content, questioned about the fate of fatty acids.
This is why we focused on the study of lipid metabolism in skeletal
muscle. Indeed, resistance to obesity could be due to increased
fatty acid oxidation in the muscles. This function has rarely been
measured in response to EPA in muscle. Hereby, fatty acid
oxidation and the expression of CPT1b were increased in soleus
Figure 5. Effect of EPA on muscle lipid metabolism. (A) Intramuscular triglycerides content in red gastrocnemius of ND (n= 9), HFD (n = 10) and
HFD+EPA (n = 10) mice. (B) 14C-palmitate complete b-oxidation and mRNA expression of (C) CPT1b and (D) UCP3 in soleus muscle of ND (n= 9), HFD
(n = 6–10) and HFD+EPA mice (n = 6–10). Results are mean 6SEM and were normalized to the ND group (100%) for B, C and D, *p,0.05, **p,0.01,
***p,0.001
doi:10.1371/journal.pone.0078874.g005
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Figure 6. EPA induces in vivo and in vitro expression of the apelin/APJ system in muscle. (A) Apelin and (B) APJ mRNA expression in
soleus muscle of ND (n = 7), HFD (n = 10) and HFD+EPA (n = 5). Results represent mean 6SEM **p,0.01, ***p,0.001, ns: not significant. (C) Apelin
mRNA expression and (D) secretion in differentiated C2C12 cells treated with the indicated EPA concentrations or the corresponding BSA content for
24 hours after 12-hour serum deprivation. Data are mean 6SEM n=4–5 in each condition. *p,0.05, **p,0.01 ***p,0.001. (E) Effect of 100 mM EPA
in the absence or in the presence of the PI3K inhibitor LY294002 (20 mM) or the ERK 1/2 inhibitor U0126 (20 mM) for 24 h after 12-hour serum
deprivation on apelin mRNA expression and (F) secretion in differentiated C2C12 cells. Results represent mean 6SEM (n= 4–5 in each condition)
*p,0.05, **p,0.01, ns: not significant.
doi:10.1371/journal.pone.0078874.g006
EPA and Apelin/APJ System in Muscle
PLOS ONE | www.plosone.org 8 November 2013 | Volume 8 | Issue 11 | e78874
muscle of HFD+EPA mice. Thus, the observed increase in CTP1b
expression in response to EPA most likely promotes the entry of fat
into the mitochondria and subsequent oxidation. A physiological
overexpression of CPT1 in skeletal muscle was shown to increase
fatty acid oxidation and to prevent HFD-induced fatty acid
esterification into intracellular lipids that resulted in enhanced
muscle insulin sensitivity [34]. Increased UCP3 expression has also
been associated with a better use of lipids. In the present study,
UCP3 expression was significantly increased in muscle of
HFD+EPA mice. Constitutive UCP3 overexpression at physio-
logical levels (over 2-fold) has been shown to decrease the
respiratory exchange ratio and to increase mouse skeletal muscle
capacity for fatty acid transport and oxidation [35]. Thus, a better
use of lipids balanced by a decrease of IMTG in muscle could
contribute to a better insulin sensitivity. In line with this, EPA
supplementation in HFD fed mice prevented hyperinsulinemia
and hyperglycemia and the impaired glucose tolerance observed in
HFD mice.
Like EPA, apelin has been shown to increase insulin sensitivity
in obese and insulin-resistant mice [15,20]. Expression and
secretion of apelin in response to EPA treatment has been studied,
until now, only in adipose tissue [16,17]. Since apelin plays a
major role in muscle metabolism, it was important to determine
whether EPA could regulate apelin expression in muscle
comparatively to adipose tissue. The liver is not a major target
of apelin since APJ is weakly expressed in basal conditions [36]. To
our knowledge, APJ regulation by EPA has never been reported
but EPA has been shown to regulate the leptin receptor expression
[37]. APJ gene expression in adipose tissue was not differentially
regulated between HFD and HFD+EPA fed mice. Similar results
were obtained for apelin gene expression although protein levels
were not measured. However, apelin mRNA has been shown to
parallel protein level in different tissues and situations [38,39]. The
absence of significant increase of apelin expression in adipose
tissue of EPA+HFD mice compared to HFD mice differs from the
previous published in vivo study [17]. This discrepancy could be
due to the composition of the diet, the model used and how EPA
was administered. Indeed, Perez-Echarri et al have shown
increased apelin expression in adipose tissue of rats fed a high-
fat cafeteria diet where EPA was given daily by oral administration
[17]. However, since HFD+EPA mice in the present study had less
fat mass and lower insulinemia (both factors being able to increase
apelin [28]) than HFD mice, a decrease in apelin production
might even be expected. Thus, EPA may have an effect on the
expression of apelin and APJ in adipose tissue of HFD+EPA fed
mice.
We report here for the first time an increase of apelin expression
in the muscle of HFD+EPA mice compared to HFD mice and in
C2C12 myotubes. The signaling pathway regulating the stimula-
tory effect of EPA on apelin gene expression in C2C12 myotubes
was dependent on ERK1/2 but not PI3K activation. These results
are different to those obtained by Lorente-Cebrian et al showing
that in 3T3-L1 adipocytes, EPA-induced apelin gene expression
was dependent of PI3K and independent of MAPK activation
[16]. However, the pharmacological inhibitors and the cell type
used were not the same than in the present study. Moreover,
U0126, the ERK1/2 inhibitor was unable to inhibit the
stimulatory effect of EPA on apelin secretion. A difference
between apelin gene expression and apelin secretion in response
to an inhibitor has been already reported in adipocytes [16]. These
results suggest that the mechanism involved in apelin secretion
might be MAPK independent. Further investigations are necessary
to better define the different signaling pathways and whether other
targets are involved. Moreover, EPA effect on apelin secretion
seems to be more moderate that the effect observed on apelin gene
expression underlying that indeed different mechanism could be
involved. However it could not be excluded that apelin could be
stored like in cardiomyocytes [40] and only a part of the produced
apelin, is secreted. All together, these results suggest that a direct
effect of EPA on the expression of apelin in vivo could be
expected. Additionally and importantly, EPA in differentiated
C2C12 efficiently stimulates not only apelin gene expression but
also apelin secretion. Thus, apelin could act as a paracrine or
autocrine factor in the muscle and could be then considered as a
new beneficial myokine.
In conclusion, dietary EPA prevents obesity and metabolic
alterations in mice fed a HFD. However, careful attention is
necessary when extrapolating to human interventions since, very
recently, too high n3-PUFAs plasma levels were shown to correlate
with increased prostate cancer [41]. In the present study, in
skeletal muscle of HFD+EPA mice, the apelin/APJ system was up-
regulated, a better use of lipids was shown matching with the
decreased steatosis and decreased fat mass. By combining the
results obtained in vitro and in vivo, it could be hypothesized that
in response to EPA, increased APJ expression in muscle and
increased apelin production (expression and secretion), could, in
turn, contribute to improved muscle metabolism by a paracrine/
autocrine regulation loop.
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Dans cette étude, nous avons tout d’abord confirmé que la supplémentation en EPA du 
régime HFD contenant 45% de lipides limite l’apparition de l’obésité, en limitant la prise de 
masse grasse. Bien que nous n’ayons pas mesuré directement la sensibilité à l’insuline des 
souris, la supplémentation en EPA a permis de limiter l’intolérance au glucose et de prévenir 




Figure 18. Récapitulatif des effets de la supplémentation en EPA d’un régime HFD. 
 
 
La très forte augmentation de l’EPA plasmatique nous confirme son absorption 
intestinale chez les souris supplémentées en EPA (ND : 53,53 µM ; HFD : 34,10 µM ; HFD+EPA : 
1186,64 µM). De plus, la concentration d’EPA dans le plasma étant un indicateur fiable de 
l’incorporation de ces acides gras dans des tissus tels que le tissu adipeux, le foie, les reins et les 
muscles squelettiques [Tu, et al. 2013], il est très probable que l’EPA soit également fortement 
représenté dans les lipides des organes des souris supplémentées en EPA. 
Résulats – Effets de l’EPA sur le métabolisme et sur le système Apeline/APJ musculaire 
156 
 
Le type d’acides gras plasmatiques, plutôt que leur quantité, étant important pour le 
métabolisme et la sensibilité à l’insuline, nous avons également étudié le profil lipidique du 
plasma des souris afin de savoir si la supplémentation en EPA modifiait ce profil. Les acides gras 
saturés, considérés comme délétères pour la sensibilité à l’insuline, sont moins présents dans le 
plasma des souris supplémentées en EPA que chez les souris nourries avec le HFD sans EPA, en 
accord avec le meilleur profil métabolique des animaux. En accord avec la compétition qu’il 
existe entre les ω3 et les ω6 pour les enzymes de biosynthèse [Poudyal, et al. 2011], la 
concentration plasmatique de tous les PUFAs de la famille des ω6 est diminuée dans le groupe 
des souris supplémentées en EPA. De façon surprenante, le plasma des souris minces et 
nourries avec le régime HFD contient du DHA à une concentration non négligeable (ND : 591 
µM ; HFD : 728 µM), alors que les régimes n’en contiennent pas. Les régimes ND et HFD 
contenant de l’ALA (C18:3 ω3) en quantité 10 fois inférieure à celle d’EPA dans le régime 
HFD+EPA, il est donc peu probable que le DHA présent en soit issu. Néanmoins, la présence de 
DHA a déjà été observée dans divers tissus de souris nourries avec un régime n’en contentant 
pas [Lefils, et al. 2010]. La présence de DHA dans les tissus étant corrélée à sa concentration 
plasmatique, ce résultat est en accord avec cette étude. 
 
Les souris supplémentées en EPA sont totalement protégées du développement d’une 
stéatose, la quantité de TG hépatiques étant même inférieure à celle des souris non obèses. 
Cela est en accord avec des études menées sur des souris supplémentées en EPA de façon 
préventive [Liu, et al. 2013], [Kalupahana, et al. 2010] et la diminution de l’expression du 
facteur de transcription SREBP-1c que nous observons est en accord avec la protection contre 
la stéatose. Les ω3 sont capables d’inhiber la lipogenèse de novo, soit en activant le récepteur 
nucléaire PPARα, qui est capable d’inhiber l’expression de SREBP-1c, soit en agissant sur son 
activation, comme c’est le cas pour le DHA [Botolin, et al. 2006]. On peut alors supposer que 
l’EPA peut, lui aussi, inhiber l’expression des protéines permettant la maturation et la 
translocation de SREBP-1c dans le noyau. 
 
Dans le tissu adipeux, la moindre expression de la leptine et la plus forte expression de 
l’adiponectine sont en accord avec la moindre prise de masse grasse des souris supplémentées 
en EPA. L’expression de l’apeline et d’APJ est significativement augmentée chez les souris 
nourries avec le régime HFD, ce qui avait déjà été observé par notre équipe [Dray, et al. 2010], 
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et qui est en accord avec l’hyperinsulinémie et l’augmentation de masse grasse induites par ce 
régime. En revanche, nous n’observons pas d’augmentation supplémentaire de leur expression 
chez les souris supplémentées en EPA par rapport aux souris nourries avec le régime HFD. 
Au premier abord, nos résultats ne semblent pas être en accord avec l’effet de l’EPA sur 
l’apeline dans le tissu adipeux de rats nourris avec un régime cafétéria supplémenté en EPA, par 
rapport au régime cafétéria seul [Perez-Echarri, et al. 2009]. Les différences expérimentales 
avec notre étude sont nombreuses (modèle animal, type de régime hypercalorique, durée de 
l’expérimentation, mode d’administration et dose d’EPA utilisée), cependant il est important de 
noter que les souris supplémentées en EPA ont une insulinémie identique au groupe des souris 
nourries avec le régime normal, et que le poids des dépôts adipeux en question est 
significativement plus faible que chez les souris nourries avec le régime HFD. Ainsi, en postulant 
que, chez nos souris, l’EPA n’a pas d’effet direct sur l’apeline adipocytaire, l’expression de 
l’apeline dans le tissu adipeux des souris supplémentées en EPA devrait être bien inférieure à 
celle des souris nourries avec le HFD. Or, l’expression de l’apeline dans le tissu adipeux est aussi 
élevée chez les souris supplémentées en EPA que chez les souris nourries avec le régime HFD. 
Cela suggère que l’EPA stimule l’expression de l’apeline dans le tissu des souris supplémentées 
en EPA. De plus, l’expression de l’apeline dans le tissu adipeux des souris supplémentées en 
EPA ne dépassant pas celle des souris HFD, cela peut expliquer que l’apelinémie ne soit pas 
augmentée chez les souris supplémentées en EPA. 
 
Ayant montré que les souris supplémentées en EPA ont moins de masse adipeuse, 
moins de TG intramusculaires (TGIM), et ne présentent pas de stéatose, malgré une prise 
alimentaire identique aux souris obèses non supplémentées, nous avons voulu déterminer le 
devenir des lipides ingérés chez ces souris. Les ω3 contenus dans l’huile de poisson ayant la 
capacité d’augmenter la dépense énergétique [Baillie, et al. 1999] et de rediriger les lipides vers 
le catabolisme en augmentant l’activité enzymatique de la CPT1 dans les muscles [Power and 
Newsholme 1997], il était possible que l’EPA prévienne l’apparition de l’obésité et du stockage 
ectopique de lipides en augmentant l’oxydation des lipides dans le muscle des souris. Tout 
d’abord, on observe une tendance à la diminution de la β-oxydation du 
14
C-palmitate ex vivo 
dans le muscle des souris nourries avec le régime HFD par rapport aux souris non obèses, ce qui 
est cohérent avec une altération de la capacité oxydative du muscle insulino-résistant. Nous 
montrons que la β-oxydation est significativement doublée, et que l’expression de la CPT1β est 
Résulats – Effets de l’EPA sur le métabolisme et sur le système Apeline/APJ musculaire 
158 
 
augmentée chez les souris supplémentées en EPA par rapport aux souris sous HFD, ce qui était 
suggéré par l’augmentation de l’activité de la CPT1 dans le muscle soléaire de rat après une 
supplémentation en huile de poisson, observée par Power et al, après 4 et 10 semaines [Power 
and Newsholme 1997], et par l’équipe avec laquelle nous avons collaboré, après 6 semaines de 
régime (résultats en cours de publication). L’UCP3, une protéine découplante dont le rôle 
bénéfique dans la β-oxydation n’est pas encore clair, est également plus exprimée dans le 
muscle des souris supplémentées en EPA, en accord avec une étude in vitro récemment publiée 
[Lee, et al. 2013]. L’augmentation de ces deux acteurs de l’oxydation des lipides est cohérente 
avec la diminution des TGIM [Bruce, et al. 2009], [Bezaire, et al. 2005] et l’amélioration de la 
tolérance au glucose [Bruce, et al. 2009] que nous avons observée. 
Ainsi, le métabolisme lipidique du muscle est moins altéré chez les souris 
supplémentées en EPA, et notre étude est la première à montrer que la supplémentation en 
EPA augmente la β-oxydation des acides gras dans le muscle oxydatif chez la souris. De plus, 
une augmentation de la capacité oxydative du muscle est aussi observée après 4 semaines de 
traitement chronique à l’apeline [Attane, et al. 2012], et l’expression génique d’UCP3 dans le 
muscle est augmentée après un traitement chronique à l’apeline de 2 semaines [Higuchi, et al. 
2007], renforçant la similarité entre les effets de l’apeline et de l’EPA sur le métabolisme 
énergétique du muscle. 
 
L’expression de l’apeline dans le muscle est doublée dans le muscle des souris 
supplémentées en EPA. Afin de nous assurer que cette augmentation est due à un effet direct 
de l’EPA, nous avons utilisé un modèle in vitro. Des cellules C2C12 différenciées en myocytes 
ont été traitées avec différentes dose d’EPA (10, 50, 100 et 200µM) pendant 24h, et la plus 
forte induction de l’expression de l’apeline a été obtenue avec la dose de 100µM. Le traitement 
des C2C12 avec le U0126, qui inhibe la phosphorylation des kinases MEK1/2, montre que 
l’induction de l’expression de l’apeline par l’EPA est dépendante de ces kinases. Ainsi, le 
traitement à l’EPA, par l’activation des kinases MEK1/2, et donc des MAPK ERK1/2, induirait 
l’activation de facteur(s) de transcription ou de coactivateur(s) de  facteur de transcription 
[Meissner, et al. 2011], reconnaissant le promoteur de l’apeline dans les cellules musculaires. A 
ce jour, le promoteur de l’apeline a été peu étudié, et très peu de facteurs de transcription ont 
été reconnus comme pouvant induire l’expression de l’apeline [Jiang, et al. 2013], [Cox, et al. 
2006], [Wang, et al. 2006], [Han, et al. 2008], et aucune étude n’a abordé leur régulation par 
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l’EPA dans le muscle. L’expression génique du facteur de transcription HIF (hypoxia-induced 
factor), qui induit l’expression de l’apeline dans les adipocytes [Glassford, et al. 2007] et les 
cardiomyocytes [Ronkainen, et al. 2007], est augmentée dans le rein de rats diabétiques de 
type I supplémentés en EPA [Taneda, et al. 2010], mais son expression protéique est diminuée 
dans le tissu adipeux humain après une supplémentation en EPA+DHA [Mejia-Barradas, et al. 
2013]. Il serait donc intéressant de savoir quel est l’effet de l’EPA sur le HIF musculaire, et son 
éventuelle implication dans l’expression de l’apeline. 
En revanche, nos données montrent que l’induction de l’expression de l’apeline n’est 
pas dépendante de l’activation de la PI3K, alors que c’est le cas dans les adipocytes 3T3-L1 
[Lorente-Cebrian, et al. 2010]. Bien que nous n’ayons pas utilisé les mêmes inhibiteurs de la 
PI3K que dans l’étude de Llorente et al, il est possible que les voies de signalisation empruntées 
par l’EPA pour induire l’expression de l’apeline soient tissu-spécifiques. Il sera nécessaire de le 
confirmer dans le muscle de souris, par exemple en traitant les muscles et le tissu adipeux ex 
vivo avec l’EPA et les inhibiteurs des différentes voies de signalisation. 
D’autres acteurs intracellulaires pourraient être impliqués dans cet effet sur l’expression 
de l’apeline. Par exemple, la production de leptine ou d’adiponectine dans les adipocytes par 
l’EPA est dépendante de la biosynthèse des glucosamines [Murata, et al. 2000] ou encore de 
l’activation de PPARγ [Tishinsky, et al. 2011]. Bien que PPARα soit une cible privilégiée des ω3 
dans le muscle de souris traitées à l’EPA, son expression n’est pas modifiée. Par conséquent, 
PPARα ne semble pas être impliqué dans l’induction de l’expression de l’apeline musculaire par 
l’EPA. PPARγ peut également médier des effets de l’EPA dans les cellules C2C12 [Huang, et al. 
2011], mais des résultats préliminaires obtenus au laboratoire sur l’inhibition de PPARγ par 
l’antagoniste GW9662 sur les cellules C2C12 (données non présentées) suggèrent que PPARγ 
n’est pas impliqué non plus dans l’effet de l’EPA sur l’expression de l’apeline. 
 
En plus d’augmenter l’expression de l’apeline musculaire in vivo et in vitro, l’EPA est 
aussi capable d’augmenter la sécrétion de l’apeline par les myotubes en culture, ce qui fait de 
l’apeline une potentielle myokine ! 
La régulation de la sécrétion de l’apeline ne semble pas être dépendante de la voie des 
MAPK, étant donné que l’on retrouve autant d’apeline dans le milieu de culture des C2C12 
traitées avec l’EPA, avec ou sans U0126. Cependant, il semble que l’inhibiteur seul induise la 
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sécrétion d’apeline, alors qu’il diminue son expression génique, ce qui est plutôt surprenant et 
peut être expliqué par le faible nombre de cas. 
Dans les myotubes C2C12, l’expression de l’apeline est multipliée par 4,5 et sa sécrétion 
par 1,5 seulement alors que, dans les adipocytes 3T3-L1, l’induction de la sécrétion de l’apeline 
est plus forte que l’induction de son expression génique [Lorente-Cebrian, et al. 2010]. On 
retrouve ici une différence entre le tissu adipeux et le muscle sur la régulation de l’apeline par 
l’EPA. Dans le tissu adipeux, les auteurs montrent qu’il s’agirait d’un éventuel rôle post-
traductionnel de l’EPA sur la sécrétion de l’apeline. Dans le muscle, il est envisageable qu’une 
partie de l’apeline produite dans les myotubes soit stockée dans la cellule, comme cela a été 
montré dans des cardiomyocytes de rat [Ronkainen, et al. 2007]. Si l’on replace le rapport 
expression/sécrétion de la culture cellulaire sur les myotubes dans un contexte in vivo, 
l’expression de l’apeline étant doublée dans le muscle, on peut s’attendre à une induction plus 
faible de sa sécrétion. Cela, mis en parallèle avec l’augmentation de l’expression d’APJ dans le 
muscle des souris supplémentées en EPA, sous réserve de démontrer que le muscle peut 
effectivement sécréter l’apeline à suite de cette supplémentation en EPA, on peut imaginer que 
l’apeline musculaire agisse de façon autocrine et/ou paracrine en tant que myokine bénéfique, 
plutôt qu’à distance comme une hormone classique. Cela serait en accord avec le fait que 
l’apelinémie n’est pas augmentée chez les souris supplémentées en EPA. 
 
Notre étude a donc établi un lien entre l’EPA et l’apeline musculaire, reste maintenant à 
savoir si cette apeline musculaire est impliquée dans les effets de l’EPA sur le catabolisme des 
acides gras. Notre modèle de myocytes C2C12 ne nous permet pas d’y répondre car ces cellules 
n’expriment pas APJ. Un autre modèle de cellules musculaires possédant APJ (naturellement ou 
par la transfection du gène codant pour APJ) serait mieux adapté pour répondre à cette 
question. Les cellules pourraient alors être traitées avec un antagoniste d’APJ comme le F13A 
ou un siRNA, en présence d’EPA et les effets métaboliques pourraient être mesurés. 
L’utilisation de souris invalidées pour l’apeline a été envisagée, afin de voir si la 
supplémentation en EPA est aussi efficace en termes de protection contre l’obésité et la 
résistance à l’insuline et d’induction de l’utilisation musculaire des lipides, cependant les souris 
Ape
-/-
 étant résistantes à l’insuline [Yue, et al. 2010], il est possible que nous ne puissions pas 
déterminer avec certitude l’implication de l’apeline dans les effets de l’EPA dans ce modèle. Un 
traitement in vivo avec le F13A pourrait également répondre à cette question, d’autant plus 
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que son effet inhibiteur sur la β-oxydation induite par l’apeline dans le muscle de souris en 
régime normal a été validé par notre équipe [Attane, et al. 2012]. 
  
Chez l’Homme, au niveau de l’organisme dans son ensemble, une supplémentation en 
EPA ou en EPA+DHA ne modifie pas l’oxydation de 
14
C-ALA chez des patients légèrement 
hyperlipidémiques [Burdge, et al. 2003] ni celle de 
13
C-palmitate chez des patients atteints de 
cancer et de cachexie [Zuijdgeest-Van Leeuwen, et al. 2000]. L’étude de l’oxydation des lipides 
par la mesure du CO2 radiomarqué expiré ne reflète pas uniquement l’oxydation qui a lieu dans 
les muscles, et il est important de connaitre l’effet de l’EPA sur le catabolisme des lipides 
spécifiquement dans le muscle. Or, les effets de l’EPA sur l’oxydation des lipides dans le muscle 
chez l’Homme n’a jamais été étudié in vivo ni ex vivo à notre connaissance. Les deux seules 
études qui les ont mesurés dans des myotubes différenciés à partir du muscle vaste latéral de 
sujets sains et diabétiques de type II en culture primaire, ont montré des effets différents de 
notre étude. Une étude sur myotubes traités avec la dose d’EPA que nous avons utilisée 
(100µM), a montré une augmentation de l’expression de CPT1 et de l’oxydation incomplète du 
14
C-palmitate, mais pas de l’oxydation complète, après 4 jours de traitement à l’EPA [Wensaas, 
et al. 2009]. La seconde étude a montré un effet de l’EPA inverse, à savoir une diminution de 
l’oxydation complète du 
14
C-oléate, sans pour autant modifier l’oxydation incomplète, après un 
traitement de 24h avec 600µM d’EPA [Aas, et al. 2006]. Il est cependant possible qu’une trop 
forte dose d’EPA puisse avoir des effets inverses à ceux obtenus avec des doses autour de 
100µM, ce qui a été montré pour l’expression de la leptine dans les adipocytes 3T3-L1 avec une 
dose de 500µM [Reseland, et al. 2001]. Dans notre étude, la dose de 200µM d’EPA induit à un 
moindre degré l’expression de l’apeline dans les C2C12 que les doses de 50 et 100 µM, il n’est 
donc pas impossible qu’en utilisant une dose  plus élevée, on observe une diminution. 
Cependant, les études in vitro sur cellules musculaires humaines possèdent un biais car 
les myotubes sont différenciés à partir de cellules progénitrices isolées à partir de biopsies de 
muscle, et le traitement par l’EPA a lieu in vitro. La mesure de la capacité oxydative du muscle 
de sujets ayant reçu une supplémentation en EPA permettrait de déterminer de façon plus 
pertinente ses effets sur le catabolisme des lipides dans le muscle. Dans notre étude, c’est ce 
que nous avons mesuré sur le muscle soléaire des souris ex vivo, et cela pourrait être 
envisageable chez l’Homme sur un homogénat de biopsie musculaire [Sparks, et al. 2013].  
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L’EPA peut agir directement sur l’activation de récepteurs nucléaires, tels que les PPARs, 
pour moduler l’expression génique des cellules, mais les PUFAs et les eicosanoïdes qui en sont 
dérivés sont eux aussi bioactifs. La question qui se pose alors est : les effets de l’EPA que nous 
observons sur l’expression de l’apeline et d’APJ in vivo et la sécrétion de l’apeline in vitro, sont-
ils dépendants de l’EPA natif, du DPA, ou bien de sa métabolisation en eicosanoïde(s) ? 
La concentration de DPA étant multipliée par 5 dans le plasma des souris supplémentées 
en EPA par rapport aux souris nourries avec le régime ND et HFD, on ne peut donc pas exclure 
que le DPA agisse sur le métabolisme et pourquoi pas sur l’expression de l’apeline des souris 
supplémentées en EPA. Les effets de cet ω3 sur la santé ont été très peu étudiés, mais quelques 
études lui confèrent un rôle bénéfique d’anti-aggrégant plaquettaire et d’anti-inflammatoire 
[Kaur, et al. 2011]. De plus, une supplémentation alimentaire en DPA pendant 4 semaines 
réduit les TG et l’activité enzymatique de la FAS dans le foie de souris db/db [Gotoh, et al. 
2009]. 
Dans les adipocytes humains ou murins par exemple, l’EPA peut augmenter l’expression 
de l’adiponectine [Flachs, et al. 2006] ainsi que sa sécrétion [Tishinsky, et al. 2011], [Lefils-
Lacourtablaise, et al. 2013], mais le 15-désoxy-δ
12,14
-PGJ3 (15d-PGJ3), un eicosanoïde dérivé de 
la prostaglandine PGD3, elle-même produite à partir de l’EPA, est également capable d’induire 
la sécrétion d’adiponectine dans les adipocytes 3T3-L1 [Lefils-Lacourtablaise, et al. 2013]. On ne 
sait pas encore si la production de ce nouvel eicosanoïde est indispensable à l’induction de la 
sécrétion de l’adiponectine par l’EPA, mais cette étude ouvre un nouveau champ 
d’investigation des effets de l’EPA sur le métabolisme énergétique et sur la production 
d’adipokines. Et si, plutôt que la quantité d’EPA ajoutée dans le régime alimentaire ou dans un 
milieu de culture, l’important était son taux de conversion en métabolites bioactifs ? Une 
différence dans l’efficacité des systèmes COX/LOX dans les différents modèles animaux ou 
cellulaires utilisés pourrait alors expliquer la variabilité observée entre les études, aussi bien 
animales que cliniques. Il est important de noter qu’un régime hyperlipidique peut augmenter 
l’expression de la COX-2 dans le tissu adipeux de rat [Tian, et al. 2011], le régime alimentaire 
pourrait donc être un paramètre à prendre en compte lorsque l’on souhaite évaluer les effets 
de l’EPA (ou de tout PUFA de la famille des ω3 ou des ω6). 
Les muscles de souris, de rats et humains [Testa, et al. 2007], ainsi que les cellules C2C12 
[Markworth, et al. 2013] possèdent la COX. Les effets de l’AA (C20:4 ω6) sur la différenciation 
des C2C12 étant dépendants de l’activation de la COX [Markworth and Cameron-Smith 2013], il 
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est envisageable que les effets de l’EPA que nous observons in vitro, mais aussi in vivo, soient 
dépendants de la production d’eicosanoïdes issus de l’EPA.  
 
Bien que les études cliniques menées sur les effets de la supplémentation alimentaire en 
ω3 sur la sensibilité à l’insuline soient discordantes, la régulation de la production d’adipokines 
par ces ω3, piste initiée depuis de nombreuses années, continue d’être suivie pour les 
nouvelles adipokines et apporte de nouveaux éléments. 
En ce qui concerne l’apeline, nous ne savons pas encore si une supplémentation en EPA 
augmente les taux plasmatiques ou l’expression génique de l’apeline chez l’Homme, ni si les 
effets bénéfiques de l’apeline sur le métabolisme énergétique seront les mêmes que ceux 
observés chez les rongeurs. Les doses d’EPA utilisées chez l’animal étant supérieures à celles 
utilisées lors des études cliniques, il est également important de s’assurer que la concentration 
plasmatique d’EPA nécessaire pour observer des effets bénéfiques sur le métabolisme 
énergétique ne dépasse pas celles qui sont associées à un risque de développer d’autres 
pathologies, comme cela a tout récemment été montré pour le cancer de la prostate [Brasky, et 
al. 2013]. Bien qu’un effet direct de l’EPA sur le développement de ce cancer n’ait pas été 
démontré, une supplémentation en EPA sur une longue période pourrait ne pas être anodine, 
et doit donc être surveillée de près afin d’éviter l’apparition d’éventuels effets négatifs. 
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Effets d’un traitement à l’apeline sur le métabolisme énergétique 
hépatique de souris obèses et diabétiques, et régulation de son 
récepteur APJ dans la résistance à l’insuline 
 
 
Au commencement de ma thèse, seule l’étude de Principe et al établissait un lien entre 
le système apeline/APJ et le foie [Principe, et al. 2008]. Depuis, plusieurs études ont montré 
que le système apeline/APJ est en partie responsable de l’induction de processus fibrogéniques 
et angiogéniques dans la cirrhose [Melgar-Lesmes, et al. 2010], [Melgar-Lesmes, et al. 2011], 
[Yokomori, et al. 2011], [Yokomori, et al. 2012]. En revanche, dans le foie de souries rendues 
insulino-résistantes par le TNFα [Chu, et al. 2013], l’apeline a un effet bénéfique. Cependant, le 
rôle de l’apeline dans la pathologie hépatique non alcoolique associée à l’obésité et au diabète 
de type II n’est toujours pas établi. 
 
La résistance à l’insuline dans le foie se traduit par une perte des effets de l’insuline sur 
l’inhibition de la néoglucogenèse, conduisant à une production hépatique de glucose excessive, 
et par un maintien des effets de l’insuline sur la lipogenèse de novo, l’accumulation de lipides 
conduisant à l’apparition d’une stéatose. 
Parmi les traitements actuellement disponibles pour traiter le diabète de type II, le foie 
peut être une cible privilégiée, ce qui est le cas de la Metformine, qui induit une diminution de 
la production hépatique de glucose. De plus, la Metformine entraîne une diminution des dépôts 
adipeux et de la stéatose, alors qu’une augmentation et une redistribution de la masse grasse 
ont été observées sous traitement par une autre classe d’antidiabétiques, les 
thiazolidinediones. A ce jour, les études réalisées chez l’animal montrent que l’apeline améliore 
la sensibilité à l'insuline chez les souris obèses et résistantes à l'insuline en diminuant leur 
masse grasse et en augmentant les capacités oxydatives du muscle. Ainsi, les effets de l’apeline 
sur la sensibilité à l’insuline sont jusqu’ici communs à ces deux classes d’antidiabétiques mais 
ceux sur le foie ne sont pas connus. Il est vrai que le récepteur de l’apeline, APJ, est très 
faiblement exprimé dans le foie en condition basale, cependant il est important de savoir si 
l’apeline, en agissant directement sur le foie, contribue ou non à cette amélioration globale de 
la sensibilité à l'insuline. 
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Dans ce but, nous avons étudié, chez des souris obèses et insulino-résistantes, les effets 
du traitement chronique à l’apeline, qui a permis de mettre en évidence les effets bénéfiques 
de l’apeline sur le métabolisme lipidique du muscle squelettique [Attane, et al. 2012], sur les 
principales fonctions métaboliques du foie. Nous avons également étudié l'expression d'APJ 
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Matériels & Méthodes 
 
Animaux et traitement à l’apeline 
Les souris ont été manipulées conformément aux principes et aux lignes directrices 
établies par l’Institut National de la Recherche Médicale (INSERM), dans des conditions 
constantes de température (20-22°C) et d’humidité (50-60%). 
Des souris C57Bl6/J mâles âgées de 10 semaines (Charles River) ont été nourries soit 
avec un régime standard (ND) soit avec un régime hyperlipidique (HFD) contenant 20% des 
calories sous forme de protéines, 35% sous forme de glucides et 45% sous forme de lipides 
(Research Diet, NJ), pendant 12 semaines, ad libitum. Un suivi régulier du poids, de la glycémie 
et de l’insulinémie ont permis d’évaluer leur état de résistance à l'insuline. Les résultats 
obtenus précédemment dans notre équipe avaient déterminé que 12 semaines de régime HFD 
sont nécessaires à l’apparition de l’insulino-résistance. 
 
Traitement à l’apeline : 
Les souris sous HFD, une fois insulino-résistantes, ont été séparées en deux groupes. Un 
groupe recevant une injection intra-péritonéale quotidienne d’apeline (0,1 µmol/kg/jour) 
pendant 28 jours, l’autre groupe étant traité au PBS [Attane, et al. 2012]. Les souris ND ont reçu 
le même traitement au PBS. 
Après 4 semaines de traitement, les souris ont été sacrifiées 24h après la dernière 
injection par dislocation cervicale, après un jeûne de 7h pendant la période nocturne (00h-07h). 
Le sang a été prélevé à la veine cave inférieure en utilisant une seringue contenant de l’EDTA 
(0,1M), puis le plasma, obtenu après une centrifugation de 10 minutes à 13000rpm à 4°C, a été 
congelé dans l’azote et conservé à -80°C avant d’être analysé. Le foie a été pesé, découpé et 
congelé dans l’azote liquide puis conservé à -80°C avant d’être étudié. Une partie du foie a été 
immergée 24h à 4°C dans du paraformaldéhyde à 4%, puis transférée dans de l’éthanol à 70% 
avant d’être incluse dans un bloc de paraffine, pour les analyses histologiques. 
 
Les souris db/db et les db/m issues des mêmes portées âgées de 20 semaines ont été 
obtenues la veille du sacrifice, en condition nourrie. Après la dislocation cervicale des souris, le 
sang a été prélevé à la veine cave inférieure afin de limiter le sang présent dans les organes 
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prélevés. Le foie, ainsi que le tissu adipeux épididymaire et le muscle soléaire, ont été prélevés, 
congelés dans l’azote liquide et conservés -80°C avant d’être étudiés. 
 
Mesure de la composition corporelle des animaux 
La composition corporelle (masse maigre et masse grasse) des souris a été mesurée un 
jour avant le début et à la fin du traitement à l’apeline. Brièvement, les souris éveillées ont été 
placées dans un tube translucide, inséré dans l’appareil d’EchoMRI (EchoMRI-3-1 echo medical 
system, Houston, Tx, USA), et la masse maigre et grasse obtenue a été rapportée au poids 
corporel total et exprimée en pourcentage. 
 
Paramètres plasmatiques 
La glycémie à jeun a été mesurée avant le début et à la fin du traitement le jour du 
sacrifice, à l’aide d’un glucomètre à partir d’une goutte de sang prélevée à la veine caudale 
(Accu-check, Roche Diagnostics). L’insulinémie a été mesurée à l’aide du kit ELISA "insulin 
sensitive kit" (Mercodia) à partir de 5 μl de plasma. La concentration plasmatique de β-hydroxy-
butyrate (β-HB) a été mesurée à l’aide du kit"β-hydroxy-butyrate colorimetric assay" (Biovision) 
à partir de 50µL de plasma. 
 
Dosage de glycogène hépatique 
Un morceau d’environ 30mg de foie congelé a été pesé et incubé dans 200µl de NaOH 
(1M) pendant 1h à 55°C. Après l’ajout de 200µL d’HCl (1M) et une centrifugation de 5 minutes à 
7,0g à 4°C, 10µl du surnageant a été incubé dans 40µL d’une solution d’acétate de sodium 
(0,2M ; pH 7,4) contenant ou ne contenant pas 50U/ml d’amyloglucosidase. Après 1h 
d’agitation lente à 55°C, le glucose a été dosé à l’aide du réactif RTU (BioMérieux), à partir de 
6µl du digestat et des échantillons ne contenant pas l’enzyme. La densité optique (DO) à 
505nm, mesurée à l’aide d’un spectrophotomètre, nous a permis de calculer la concentration 
en glucose des digestats à l’aide d’une gamme étalon. Le foie contenant du glucose libre, la 
différence entre le glucose mesuré dans un échantillon incubé avec l’amyloglucosidase et son 
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Activité enzymatique de la PEPCK 
Un morceau d’environ 50mg de foie congelé a été homogénéisé dans 500µl de tampon 
de lyse (HEPES 20mM, Saccharose 0.25M, EDTA 1mM, DTT 1mM). Après une centrifugation, les 
protéines ont été dosées sur le surnageant, et 200µg de protéines ont été diluées dans 50µl de 
tampon Hepes (50mM) pour réaliser le dosage enzymatique. Une première solution contenant 
du phosphoénolpyruvate (PEP) (2mM), du NaHCO3 (60mM), de la malate déshydrogénase 
(MDH) et du β-NADH en concentration saturante (respectivement 10UI/mL et 0,3mM) dans un 
tampon HEPES (50mM) a été ajoutée (100µL). La réaction a ensuite été amorcée par l’ajout de 
50µL d’une solution contenant du MnSO4 (4mM) et 2mM de dGDP. 
La PEPCK catalyse la formation de PEP à partir d’oxaloacétate (OAA) in vivo, et cette 
réaction est réversible. Lors du dosage, le PEP est ajouté en excès. La carboxylation du PEP en 
OA qui est alors réalisée est couplée à une autre réaction, non réversible, catalysée par la MDH 
afin de favoriser la formation de l’OAA. La disparition du NADH,H+, réalisée lors de la 
transformation de l’OA en malate, a été suivie en temps réel par une lecture 
spectrophotométrique continue à 340nm pendant 5min. Pour chaque échantillon, un contrôle 
négatif a été réalisé en parallèle en effectuant le dosage en absence de l’accepteur de 
phosphate dGDP. En tenant compte de la stœchiométrie des 2 réactions et du coefficient 
d’extinction du NADH,H+ à 340nm (ε340nm = 6,22 mM-1. cm-1), l’activité PEPCK de 
l’échantillon a été calculée et exprimée en µmol/min/mg de protéine. 
 
Test de tolérance au pyruvate 
Les souris, après un jeûne de 6h en période diurne (8h-14h), ont reçu une injection 
intrapéritonéale de pyruvate (2mg/g) dilué dans du PBS. La glycémie a été mesurée comme 
décrit précédemment aux temps -30, 0, 15, 30, 45, 60, 90, et 120 minutes après l’administration 
du pyruvate. 
 
Dosage des triglycérides hépatiques 
Un morceau d’environ 50mg de foie congelé a été pesé et homogénéisé (Precellys tissue 
homogenizer) dans 600µl d’un tampon de lyse (Tris 20mM, NaCl 150mM, EDTA 1mM, EGTA 
1mM, 1% Triton X-100, pH 7,5). Les lipides ont été extraits en ajoutant 2,5ml de liquide de Folch 
(chloroforme/méthanol 2:1 v/v) et 1,2ml de KCl/HCl (2N) à 450µl de lysat. Après une 
centrifugation de 10 minutes à 2500rpm à 4°C, 100µl de la phase organique ont été mis sous 
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évaporation à l’azote, le culot obtenu a été dilué dans 100µl (ND) ou 300µl (HFD) d’isopropanol, 
et 20µl ont été utilisés pour doser la quantité de triglycérides à l’aide du kit enzymatique "TG 
PAP kit" (Biomérieux). 
 
Coloration Hémalun-éosine de coupes de foie 
Des sections de 3 µm d’épaisseur de foie ont été réalisées sur des lames Superfrost Plus 
(Thermoscientific). Après déparaffinage au Bioclear, les lames ont été réhydratées à l’eau 
courante pendant 3 minutes. Les lames ont été trempées dans un bain d’hémalun pendant 10 
minutes. Après un lavage à l’eau et un bain d’alcool acide à 70%, elles ont ensuite été 
rapidement incubées dans une solution ammoniacale à 3%. Après un autre lavage, les lames 
ont été incubées dans un bain d’éosine-orange (éosine 1%, orange G 1%) pendant 2 minutes. 
Après un bain d’alcool à 70%, les lames ont été séchées, montées et observées au microscope 
(Nikon Eclipe TE2000-U). 
 
Mesure ex vivo de la β-oxydation du 
14
C-palmitate sur homogénat de foie 
Au moment du sacrifice des souris, un morceau d’environ 50 mg de foie a été pesé et 
homogénéisé dans un tube en verre maintenu sur la glace contenant 1ml du tampon 
d’homogénéisation (sucrose (250 mM), EDTA (1 mM), Tris-HCl (10 mM) pH 7,4), à l’aide d’un 
homogénéiseur (Glas Col, LLC, Terre Haute, Indiana). Dans le puits d’une plaque de 24 double-
puits, "fabriquée maison", 80 µl d’homogénat ont été mélangés à 320 µl de tampon 
d’incubation contenant du sucrose (125 mM), du chlorure de potassium (200 mM), du 
phosphate de potassium (25 mM), du Tris-HCl (8 mM), de l’ATP (2 mM), de l’héxalate de 
chlorure de magnésium (2,5 mM), de la L-carnitine (2,5 mM), du dithiothreitol (2,5 mM), du 
Tris-HCl (20 mM), du malate (0,25 mM), du NAD+ (0.25 mM), du coenzyme A (0,125 mM), de la 
BSA délipidée (0,5%), et un mélange de palmitate (180µM) et de 1-
14
C-palmitate (1µCi/ml, 
Perkin Elmer), sous agitation, pendant 2h à 37°C. Afin de stopper la réaction, 40µl d’acide 
perchlorique ont été ajoutés et le 
14
CO2 libéré a été capté par le NaOH contenu dans le puits 
adjacent. Après une incubation d’1h à température ambiante sans agitation, la β-oxydation 
complète du 
14
C-palmitate a été déterminée en mesurant la quantité de 
14
CO2 contenu dans 
200µl de NaOH présent dans le puits adjacent. La β-oxydation incomplète a été déterminée en 
comptant la quantité de 
14
C contenue dans 200µl de milieu acidifié après centrifugation 10 
minutes à 10000rpm, contenant les ASM (acide-solube metabolites, les produits de la β-
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oxydation incomplète). La quantité de 
14
C a été comptée à l’aide d’un compteur β (Perkin 
Elmer). 
 
Mesure in vivo de la sécrétion de TG sous forme de VLDL 
Les souris, anesthésiées à l’isoflurane après un jeûne de 6h en période nocturne (00h-
07h), ont reçu une injection rétro-orbitale de tyloxapol (500mg/kg dans du NaCl) (Triton 
WR1339, Sigma-Aldrich), un agent de surface non-ionique qui inhibe la lipoprotéine-lipase 
(LPL). Du sang a été prélevé à la veine caudale 30 minutes avant et 30, 60 et 120 minutes après 
l’injection de tyloxapol. Après une centrifugation de 10 minutes à 13000rpm à 4°C, les TG ont 
été mesurés sur 5µl de plasma à l’aide du kit enzymatique "TG PAP kit" (Biomérieux). 
 
Mesure de l’expression génique 
Les ARN totaux ont été extraits des échantillons de foie, de muscle soléaire et de tissu adipeux 
épididymaire congelés à -80°C à l’aide du kit "Gene Jet RNA purification" (Fermentas) en suivant 
les instructions du fabricant. 
Les ARN ont ensuite été rétro-transcrits en ADN complémentaires. Pour cela, 500 ng d’ARN, 
préalablement traités à la DNase, ont été incubés 7 minutes à 75°C en présence d’amorces 
aléatoires (75 ng/µL) puis une heure à 37°C dans un tampon contenant les dNTP à 0,5 mM, du 
dithiothréitol à 5 mM et la reverse transcriptase à 200 unités (Super Script II, Invitrogen) dans 
un volume final de 20µL. La réaction a été arrêtée en chauffant à 95°C pendant 5 minutes. En 
parallèle, des contrôles négatifs ont été réalisés, en remplaçant l’enzyme par son tampon. 
L’expression des gènes codant pour la PEPCK, FAT, PPARα, SREBP-1c, FAS, ACC2 et APJ a été 
mesurée à partir 5 µL d’ADNc dilué au 1/10. Après ajout de 10 µL de Taq polymérase (Mesablue 
for SyberGreen, Eurogentec) et des amorces sens et antisens spécifiques aux gènes d’intérêt, 
l’ADNc a été amplifié grâce au StepOne (Applied Bio System). En parallèle, l’expression du gène 
de ménage HPRT a été mesurée afin de normaliser l’expression génique. 
Pour l’expression d’APJ dans le foie des souris PPARα-/- et LXR-/-, les ARN de foie ont été 
extraits à l’aide du Trizol Reagent (Invitrogen), rétro-transcrits avec l’enzyme High Capacity 
cDNA (Applied Biosystems) et l’expression d’APJ a été mesurée comme décrit dans l’étude "A 
systems biology approach to the hepatic role of the oxysterol receptor LXR in the regulation of 
lipogenesis highlights a cross-talk with PPARα" [Ducheix, et al. 2013], et normalisée avec 
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l’expression du gène TBP. La génération des souris KO et les traitements avec les antagonistes 
sont également décrits dans cette étude. 
 
Western Blot de pAMPK et pACC. 
Les échantillons de foie de souris nourries avec le régime normal et celles nourries avec 
le régime HFD, traitées au PBS ou à l’apeline, ont été homogénéisés à 4°C (Precellys tissue 
homogenizer) dans un tampon de lyse (Tris 20mM, NaCl 150mM, EDTA 1mM, EGTA 1mM, 1% 
Triton X-100, inhibiteurs de protéases (Sigma), pH 7,5). Après une centrifugation de 10 minutes 
à 4°C à 14000 rpm, les protéines ont été dosées sur le surnageant. Vingt µg de protéines ont 
été dilués dans un volume total de 20µl contenant un agent réducteur et le bleu de charge 
(BioRad). Le tout a été chauffé à 95°C avant d’être déposé dans les puits d’un gel de 
polyacrylamide (gradient 4-12% Criterion BioRad) et la migration a eu lieu à 125V pendant 2h. 
Les protéines ont été transférées à 60V pendant 1h sur une membrane de nitrocellulose 
(Whatman) qui, après une coloration au rouge Ponceau, a été saturée pendant 1h avec du PBS-
T (PBS, Tween 20 à 0,1%) contenant 5% de lait pendant une heure sous agitation à température 
ambiante. La membrane a été découpée puis incubée sur la nuit à 4°C avec les anticorps 
primaires reconnaissant les protéines suivantes : AMPKα (Cell Signaling), pAMPKα (Thr 172,  
Cell Signaling), ACC (Cell signaling), pACC (Ser 79, Cell Signaling), et la β-actine (Cell Signaling) en 
tant que protéine de ménage, tous produits chez le lapin, dilués dans du PBS-T (PBS, Tween 20 
à 0,1%) contenant 5% de lait. Après 5 lavages au PBS-T, la membrane a été incubée pendant 3 
heures avec un anticorps secondaire anti-lapin couplé à la HRP (horseradish peroxydase, Cell 
Signaling Technology) dilué au 1/3000 dans du PBS-T contenant 3% de lait. Après 5 lavages, la 
révélation a été effectuée par chimiluminescence après une incubation d’une minute dans le 
réactif de détection (ECL WB detection reagent, GE HealthCare), puis à l’aide d’un film sensible 
à la lumière (high performance chemiluminescence film, GE Healthcare). La quantification a été 
réalisée à l’aide du logiciel Image Quant TL Software (GE Healthcare). 
 
Western Blot d’APJ. 
Les échantillons de foie, de cœur et de poumons de souris db/m et db/db ont été 
homogénéisés à 4°C (Precellys tissue homogenizer) dans un tampon de lyse (Tris, NaCl, EDTA, 
EGTA, MgCl2, inhibiteurs de protéases Sigma) et centrifugés pendant 30 minutes à 4°C à 14800  
rpm. Le surnageant a été jeté et le culot rincé avec du tampon de lyse, puis re-suspendu dans 
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du tampon de lyse contenant 1% de Triton X-100. Après une centrifugation de 20 minutes à 4°C 
à 14000 rpm, les protéines ont été dosées sur le surnageant à l’aide du réactif de Bradford, par 
spectrophotométrie. Trente µg de protéines ont été chauffés pendant 5 minutes à 37°C (au lieu 
des 95°C habituels, qui peuvent faire précipiter APJ et empêcher leur entrée dans le gel [Puffer, 
et al. 2000]) pendant 5 minutes, puis chargés dans les puits d’un gel de polyacrylamide 
(gradient 4-12% Criterion BioRad) et la migration a eu lieu pendant 2h à 125V. Les protéines ont 
été transférées à 60V pendant 1h sur une membrane de PVDF (Whatman) qui, après une 
coloration au rouge Ponceau, a été saturée pendant 1h avec du PBS-T (PBS, Tween 20 à 0,1%) 
contenant 5% de lait pendant une heure sous agitation à température ambiante. La membrane 
a été incubée sur la nuit à 4°C avec l’anticorps primaire polyclonal anti-APJ produit chez le lapin 
(APLNR (H300), SantaCruz Biotechnology) dilué au 1/1000 dans du PBS-T contenant 3% de lait. 
Après 5 lavages au PBS-T, la membrane a été incubée pendant 2 heures avec un anticorps 
secondaire anti-lapin couplé à la HRP (horseradish peroxydase, Cell Signaling Technology) dilué 
au 1/3000 dans du PBS-T contenant 3% de lait. Après 5 lavages, la révélation a été effectuée 
après une incubation de 5 minutes avec la solution SuperSignal West Pico (Thermoscientific), 




Les coupes de foie de souris nourries avec le régime HFD, déparaffinées au Bioclear 
(deux bains de 30 minutes), ont été réhydratées 3 fois 10 minutes dans des bains d’éthanol à 
100%, 90%, 75%, puis 50%. Afin de démasquer les épitopes, les lames ont été lavées au PBS 
puis placées dans une solution de citrate (Target Retrieval Solution, citrate pH6, Dako) chauffée 
à 90°C et ramenée à 80°C, trois fois consécutives, puis jusqu’à ébullition pendant 20 secondes, 
au micro-onde. Les coupes ont été perméabilisées pendant 10 minutes au PBS-Triton X-100 à 
0,2%. Les sites libres ont été bloqués par saturation avec une solution de PBS-BSA 5% pendant 
une heure à température ambiante. Les coupes de foie ont ensuite été incubées sur la nuit à 
4°C avec l’anticorps polyclonal anti-APJ produit chez le lapin (APLNR (H300), SantaCruz 
Biotechnology) dilué au 1/150, et l’anticorps monoclonal anti-αSMA produit chez la souris (α-
smooth muscle cell actin monoclonal antibody, Sigma), dilué au 1/800, dans une solution de 
dilution (Antibody diluent, Dako). Des coupes n’ayant été incubées qu’avec la solution de 
dilution sans anticorps primaires ont été utilisées comme contrôles négatifs. Après 5 lavages au 
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PBS, les lames ont été incubées en présence des deux anticorps secondaires, dirigés contre 
l’anticorps anti-APJ (Jackson ImmunoResearch, couplé à la cyanine 3) et contre l’anticorps anti-
αSMA (Invitogen, couplé au fluorochrome Alexa488), dilués au 1/100 dans la solution de 
dilution (Dako), pendant 2 heures, à 4°C, dans l’obscurité. Un liquide de montage contenant du 
DAPI (mounting media, Sigma) a été utilisé pour monter les lamelles sur les lames. Le montage 




Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne avec l’erreur standard à la moyenne 
(SEM). Les différences statistiques sont mesurées par t-test de Student ou par ANOVA selon le 
type de données. Le niveau de significativité choisi est * p<0,05, **p<0,01 et ***p<0,001. 
  





1) Effets du traitement à l’apeline sur des souris rendues résistantes à l’insuline par un HFD 
 
Comme décrit précédemment [Attane, et al. 2012], nous avons montré que le 
traitement à l’apeline de 4 semaines chez les souris HFD, comparativement aux souris HFD 
traitées au PBS, n’a pas d’effet sur le poids des souris (HFD+PBS : 43,22 ± 0,97 g ; HFD+Ape : 
39,68 ± 1,16 g, n.s). En revanche, il a pour effet de diminuer la prise de masse grasse et 
l’insulinémie à jeun, l’effet sur la glycémie à jeun étant moins net dans ces protocoles (Figure 
A). 
 
Figure A. Effets du traitement à l’apeline de 4 semaines sur la prise de masse grasse, l’insulinémie et la 
glycémie à jeun de souris nourries avec un régime  ND (n=14), ou HFD, traitées au PBS (n=12) et à 
l’apeline (n=16). Les résultats représentent la moyenne ± SEM. *p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001. 
 
 
 Métabolisme glucidique  
 
Tout d’abord nous avons mesuré les taux de glycogène hépatique, et ni le régime HFD ni 
le traitement à l’apeline n’a d’effet sur le stockage de glycogène chez nos animaux (Figure B). 
Afin de savoir si la néoglucogenèse était modifiée par le traitement à l’apeline, nous 
nous sommes intéressés à la PEPCK, une enzyme impliquée dans ce processus. Son expression 
génique est légèrement diminuée en réponse au traitement apeline, mais en mesurant son 








Figure B. Effets du traitement à l’apeline de sur le stock de glycogène, l’expression génique (en % du 
groupe ND) et l’activité enzymatique de la PEPCK dans le foie de souris nourries avec un régime  ND 
(n=5-10), ou HFD, traitées au PBS (n=5-10) et à l’apeline (n=5-10). Les résultats représentent la moyenne 
± SEM. **p<0,01. 
 
Nous avons également réalisé un test de tolérance au pyruvate qui permet d’observer, 
in vivo, la capacité du foie à synthétiser et à libérer du glucose à partir de pyruvate (Figure C). 
Sur une première série de souris HFD, on observe que la glycémie des souris traitées à l’apeline 
retourne à sa valeur de départ plus rapidement que celle des souris traitées au PBS. Ce résultat 
encourageant n’ayant pas été retrouvé avec une autre série de souris incluant des souris ND, il 




Figure C. Test de tolérance au pyruvate réalisé après 4 semaines de traitement à l’apeline. 
Les résultats représentent la moyenne ± SEM. Série 1 : HFD PBS n=5, HFD Ape n=4. Série 2 : ND n=4, HFD 
PBS n=5, HFD Ape n=6. 
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Afin de savoir si le traitement à l’apeline a un effet sur la néoglucogenèse, nous 
envisageons de reconduire ces expériences dans un nouveau protocole et aussi de déterminer 
l’expression et l’activité de la glucose-6-phosphatase, qui est l’enzyme responsable de la 
libération du glucose hépatique dans la circulation. 
 
 
 Métabolisme lipidique  
 
Nous avons dans un premier temps évalué l’effet du traitement à l’apeline sur la 
stéatose, en dosant les TG hépatiques des souris. Tout d’abord, on constate que les souris 
nourries avec un HFD ont 3 fois plus de TG stockés dans le foie que les souris ND, et que celles 
qui ont reçu le traitement à l’apeline ont moins de TG hépatiques. Cet effet sur les TG est visible 
sur les coupes de foie après coloration à l’hémalun-éosine (Figure D). 
 
 
Figure D. Effet du traitement à l’apeline sur le stock de triglycérides hépatiques et de souris nourries 
avec un régime ND (n=13), ou HFD, traitées au PBS (n=11) et à l’apeline (n=14). Dosage de TG hépatique 
et photographies représentatives de coloration à l’hémalun-éosine de coupes de foie. Grossissement 
x100. Les résultats représentent la moyenne ± SEM. *p<0,05 ; ***p<0,001. 
 
Nous avons donc exploré différents aspects du métabolisme lipidique du foie afin de 
comprendre cette diminution des TG dans le foie des souris traitées à l’apeline. 
On observe que l’expression du transporteur d’acides gras FAT, qui est significativement 
augmentée suite au régime HFD, n’est pas modifiée par le traitement à l’apeline (Figure E). 
 




Figure E. Expression génique de FAT (en % du groupe ND) 
après 4 semaines de traitement à l’apeline, dans le foie de 
souris ND (n=8), ou HFD, traitées au PBS (n=11) et à 
l’apeline (n=11). Les résultats représentent la moyenne ± 
SEM. *p<0,05 ; **p<0,01. 
 
 
L'accumulation de TG dans le foie en réponse au régime hyperlipidique est souvent 
accompagnée dans un premier temps d’une augmentation de l'oxydation des acides gras, qui se 
produit soit dans les mitochondries soit dans les peroxysomes. Lorsque la β-oxydation avait été 
mesurée dans le muscle, la technique utilisée permettait de mesurer l’oxydation complète et 
incomplète sur le muscle intact. Cette technique n’a pas pu donner de résultats fiables sur le 
foie. C’est pourquoi, en collaborant avec le Dr Cédric Moro du "Laboratoire de Recherche sur 
les Obésités" au sein de l’institut I2MC, nous avons mesuré la β-oxydation complète et 
incomplète des acides gras sur des homogénats de foie. De plus, cette technique nous a permis 
de nous affranchir d’un éventuel effet de l’apeline sur l’entrée des lipides dans les cellules. Chez 
les souris nourries avec le régime HFD, l’oxydation complète et incomplète du 
14
C-palmitate est 
augmentée comparativement aux souris ND, montrant qu’à ce stade de résistance à l’insuline, 
la β-oxydation est stimulée pour faire face au surplus de lipides. Suite au traitement à l’apeline, 
la β-oxydation complète et incomplète est diminuée par rapport aux souris traitées au PBS 
(Figure F). 
Dans le foie, la β-oxydation est couplée à la cétogenèse en condition de jeûne. On 
observe que le HFD a tendance à augmenter le β-hydroxy-butyrate (β-HB) plasmatique, alors 
que ce n’est pas le cas chez les souris traitées à l’apeline, qui ont une valeur de β-HB 
plasmatiques avoisinant celle des souris ND (Figure F). 
Le récepteur nucléaire PPARα gouvernant l’expression de gènes impliqués dans le 
catabolisme des acides gras dans le foie, nous avons souhaité savoir si son expression était 
modifiée par le traitement à l’apeline. Bien que son expression soit légèrement augmentée 
dans le foie des souris HFD, aucun effet du traitement à l’apeline n’est observé sur l’expression 
de PPARα (Figure F). 





Figure F. Effets du traitement à 
l’apeline sur la β-oxydation 
complète et incomplète du 
14
C-
palmitate sur homogénat de 
foie (en fois d’augmentation par 
rapport au groupe ND), le β-
hydroxybutyrate plasmatique, 
et l’expression de PPARα de 
souris nourries avec un régime 
ND (n=4-12), ou HFD, traitées 
au PBS (n=4-12) et à l’apeline 
(n=4-15). Les résultats 
représentent la moyenne ± 
SEM. 
 
Puisqu’au cours de l’insulino-résistance, la lipogenèse de novo est suractivée, et qu’elle 
est en partie responsable de l’accumulation des lipides dans le foie au cours de l’insulino-
résistance [Donnelly, et al. 2005], nous avons étudié l’expression d’un facteur de transcription 
majeur de ce processus, SREBP-1c, et de l’une de ces cibles, la FAS, une enzyme lipogénique. Le 
régime HFD induit effectivement leur expression et, de façon intéressante, leur expression est 
significativement diminuée par le traitement à l’apeline, suggérant ainsi que ce traitement a un 
effet favorable sur la stéatose (Figure G).  
 
 
Figure G. Effets du traitement à l’apeline sur l’expression génique de SREBP-1c et de la FAS (en % du 
groupe ND) dans le foie de souris nourries avec un régime ND (n=14), ou HFD, traitées au PBS (n=12) et à 
l’apeline (n=15). Les résultats représentent la moyenne ± SEM. **p<0,01 ; ***p<0,01. 
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D’autre part, au cours de l’insulino-résistance, le flux sortant de lipides sous forme de 
VLDL est aussi augmenté [Kamagate and Dong 2008a]. La quantité de TG hépatiques étant 
diminuée par le traitement à l’apeline, nous avons souhaité savoir si cela était la conséquence 
d’une sécrétion augmentée de VLDL. En dosant les TG plasmatiques après une injection iv d’un 
inhibiteur de LPL, nous avons pu évaluer la quantité de lipides sécrétés par le foie sous forme 
de VLDL. Chez les souris traitées à l’apeline, la sécrétion de VLDL est significativement diminuée 
à 60 et 120 minutes par rapport aux souris traitées au PBS (Figure H). Cela suggère que chez nos 
souris, la sécrétion de VLDL est dépendante de la quantité disponible de TG. 
 
  
Figure H. Effets du traitement à l’apeline sur la 
sécrétion de VLDL par le foie sur des souris 
nourries avec un régime HFD, traitées au PBS 
(n=5) et à l’apeline (n=4). Les résultats 
représentent la moyenne ± SEM.*p<0,05. 
 
 
Le traitement à l’apeline semble donc être bénéfique en limitant le stockage des lipides 
dans le foie, et en diminuant sa capacité à les relarguer sous forme de VLDL. 
 
 
L’AMPK est un régulateur clé du métabolisme énergétique qui, lorsqu’elle est activée, 
promeut la β-oxydation et inhibe la synthèse de lipides dans le foie [Fogarty, et al. 2010]. Dans 
le muscle squelettique, il a été montré que l’apeline pouvait augmenter la phosphorylation de 
l’AMPK dans le muscle en réponse à un traitement aigu [Dray, et al. 2008] comme à un 
traitement chronique [Attane, et al. 2012]. Nous avons donc voulu déterminer si, dans le foie, 
cela était aussi le cas après 4 semaines de traitement à l’apeline. 
Par western blot, nous avons quantifié la phosphorylation de l’AMPK dans le foie des 
souris, et aucun effet du HFD ni du traitement à l’apeline n’a pu être mis en évidence (Figure I), 
contrairement à ce qui a été observé dans le muscle. L’ACC, l’enzyme responsable de la 
synthèse du malonyl-coA, peut être inactivée par l’AMPK en étant phosphorylée. Dans le foie 
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des souris HFD, non seulement la quantité totale d’ACC est diminuée, mais elle est aussi plus 
phosphorylée, donc moins active (Figure I). Ainsi, bien que la phosphorylation ne soit pas 
significativement augmentée, la quantité de malonyl-coA hépatique pourrait être diminuée, ce 
qui peut expliquer la plus forte β-oxydation observée sous HFD. L’anticorps utilisé 
reconnaissant les deux formes d’ACC, nous avons mesuré l’expression génique d’ACC2 
responsable de la formation du malonyl-coA inhibant la β-oxydation [Abu-Elheiga, et al. 2005], 
et elle est moins exprimée sous HFD. En revanche, aucun effet du traitement à l’apeline n’est 
observé sur la quantité ou la phosphorylation d’ACC. Vu la variabilité et le faible nombre de cas 
utilisés, il est difficile d’affirmer que la régulation d’ACC est indépendante de l’AMPK, mais les 




Figure I. Western-Blot de pAMPK et pACC, et expression d’ACC2 (en % du groupe ND, n=12-16 dans 
chaque groupe) dans le foie de souris nourries avec un régime ND ou HFD, traitées au PBS  ou à 
l’apeline. Les résultats représentent la moyenne ± SEM.*p<0,05 ; ***p<0,001. 
 
Comparativement au muscle [Attane, et al. 2012], le traitement à l’apeline ne semble 
donc pas avoir un effet sur le catabolisme des lipides, ni sur le métabolisme glucidique dans le 
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foie. APJ étant très faiblement exprimé dans le foie, on peut alors penser que les effets 
observés seraient une conséquence de l’amélioration générale causée par le traitement à 
l’apeline, et seraient ainsi indépendants d’une action du système apeline/APJ sur le foie, 
sachant que les souris obèses et insulino-résistantes traitées à l’apeline ont une insulinémie 
nettement diminuée et une meilleure sensibilité à l’insuline. Afin de savoir si l’apeline peut agir 
directement sur le foie en condition d’insulino-résistance, nous avons étudié l’expression d’APJ 
dans le foie et sa régulation dans diverses pathologies hépatiques. 
 
2) Régulation de l’expression d’APJ dans le foie de souris obèses et résistantes à l’insuline 
 
APJ est très faiblement exprimé dans le foie dans les conditions physiologiques. Chez les 
souris obèses et insulino-résistantes nourries avec un HFD (non traitées à l’apeline), 
l’expression génique d’APJ augmente significativement (Figure J), mais dans une moindre 
mesure que celle observée dans les cas de cirrhose chez le rat [Principe, et al. 2008] et l’Homme 
[Yokomori, et al. 2011].  
Avant de déterminer quel(s) est (sont) le(s) type(s) cellulaires qui expriment APJ dans le 
foie, et vu le faible niveau d’expression des ARNm dans le foie de nos souris insulino-
résistantes, nous avons recherché un modèle qui exprimerait davantage APJ dans le foie pour 
nous permettre de faire les mises au point en terme d’expression protéique, par western blot 
et par immunofluorescence. Dans un premier temps nous nous sommes intéressés au modèle 
de souris db/db. Ces souris, qui ne possèdent pas le récepteur à la leptine, sont hyperphagiques 
et deviennent massivement obèses et résistantes à l’insuline sous régime ND, de façon plus 
rapide et plus importante que des souris nourries avec un HFD. Chez des souris db/db âgées de 
20 semaines, l’expression en ARNm d’APJ est augmentée d’un facteur 4 dans le foie entier, mais 
il reste très faiblement exprimé comparativement au tissu adipeux ou au muscle (Figure J). 
Cependant, alors que l’expression d’APJ augmente dans le foie, elle diminue dans les autres 
tissus. 
 




Figure J. Expression génique d’APJ dans le foie de souris nourries avec régime ND (n=10) ou HFD (n=16) 
en % du groupe ND, et dans le foie, le muscle et le tissu adipeux de souris db/m (n=7) et db/db (n=6). Les 
résultats représentent la moyenne ± SEM.*p<0,05 ; **p<0,01. 
 
 
Pour confirmer ces résultats au niveau protéique, nous avons décidé de mettre au point 
l’identification d’APJ par western blot à partir des foies de souris db/db. Parallèlement, nous 




Figure K. Western blot anti-APJ sur lysats de  
cœur (piste 1) et de poumon (piste 4) de souris 
db/m, et de foie de souris db/m et db/db (pistes 2 
et 3). 
 
Nous observons une bande autour de 40 kDa qui n’apparaît que dans le foie. Bien 
qu’elle soit cohérente avec le poids moléculaire théorique d’APJ (42kDa), elle n’est pas du tout 
présente dans le cœur ni dans les poumons, ce qui nous fait nous questionner sur l’identité de 
cette bande. Une autre bande est détectée autour de 70kDa, elle est présente dans les 3 
organes et est cohérente avec le profil d’expression génique d’APJ [Hosoya, et al. 2000]. Elle 
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correspond à celle qui est décrite par le fournisseur de cet anticorps, mais pas à ce qui est décrit 
dans la littérature [Puffer, et al. 2000]. 
 
Nous avons alors souhaité déterminer le type cellulaire qui surexprime APJ. Pour cela, 
nous avons réalisé un co-marquage par immunofluorescence dans le foie de souris HFD. 
Mais par quel type de cellule hépatique commencer ? Vu la faible expression d’APJ en 
ARNm, nous avons supposé qu’APJ n’était pas exprimé par les hépatocytes, mais par un type 
cellulaire minoritaire. Nous avons alors choisi les cellules stellaires, qui expriment APJ en 
condition de cirrhose [Melgar-Lesmes, et al. 2011], [Yokomori, et al. 2011], et avons donc 
réalisé des expériences de co-marquage d’APJ avec αSMA.   
La protéine αSMA est classiquement utilisée en tant que marqueur des cellules stellaires 
activées, cependant elle est aussi exprimée par les cellules musculaires lisses entourant les 
vaisseaux sanguins. Sans surprise, on observe un co-marquage anti-αSMA et anti-APJ dans les 
parois des vaisseaux sanguins, ce qui confirme l’expression d’APJ dans ces cellules (Figure L). 
APJ semble être également présent dans des cellules isolées, qui présentent un faible 
marquage anti-αSMA. Ce co-marquage est très rare sur les coupes de foie. 
 
         
 
Figure L. Marquage d’APJ et d’αSMA par immunofluorescence et des noyaux par le DAPI, sur des coupes 
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3) Régulation de l’expression d’APJ dans des modèles pharmacologiques de stéatose 
 
En initiant une collaboration avec Hervé Guillou, responsable de l’équipe "Toxicologie 
Intégrative et Métabolisme" de l’Unité Toxalim (INRA, Tournefeuille), nous avons eu accès à des 
foies de différents modèles de souris transgéniques qui ont un phénotype hépatique marqué, 
dans l’optique de trouver un modèle animal de surexpression d’APJ dans le foie.  
Le premier modèle de souris sur lequel nous avons mesuré l’expression hépatique d’APJ 
est le modèle PPARα
-/-
. PPARα est un récepteur nucléaire connu pour activer de nombreux 
gènes liés au catabolisme des acides gras. Les souris PPARα
-/-
 ont une stéatose hépatique 
importante, liée à un défaut d’oxydation des acides gras [Hashimoto, et al. 2000]. D’autre part, 
l’équipe d’H. Guillou s’intéresse aux effets du fénofibrate, un agoniste de PPARα, sur 
l’expression de gènes codant pour différentes protéines impliquées dans la lipogenèse de novo 
[Ducheix, et al. 2013]. L’expression d’APJ a donc été mesurée dans le foie de souris wt et 
PPARα
-/-
 traitées ou non au fénofibrate (Figure M). Le foie des souris wt traitées au fénofibrate 
surexprime APJ, alors que le traitement au fénofibrate n’a pas cet effet chez les souris  PPARα
-/-
, 
ce qui suggère un effet  dépendant de PPARα. De façon surprenante, l’absence de PPARα induit 
également l’expression d’APJ, par rapport aux souris wt. 
Ces résultats pourraient être mis en relation avec le contenu et le type de lipides 
mesurés dans le foie. En effet, l’expression d’APJ n’est pas proportionnelle au contenu en TG, 
mais il semble que la quantité de cholestérol estérifié puisse jouer un rôle. 
 
 
Figure M. Expression génique d’APJ dans le foie de souris wt traitées avec le Fénofibrate (n=5) ou avec le 
véhicule (n=6) et des souris PPARα
-/-
 traitées avec le Fénofibrate (n=6) ou avec le véhicule (n=6), 
exprimée en fois d’augmentation par rapport au groupe wt non traité au fénofibrate. 
Contenu en cholestérol estérifié total, en cholestérol libre et en TG hépatiques. Les résultats 
représentent la moyenne ± SEM. «a» indique une différence significative entre les deux génotypes pour 
un même traitement. «b» indique une différence significative entre les deux traitements pour un même 
génotype.  
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Nous avons aussi étudié l’expression d’APJ dans le foie de souris invalidées pour les 
récepteurs nucléaires LXRα et LXRβ (LXRα/β
-/-
), traitées ou non avec le T0901317, un agoniste 
de ces récepteurs (Figure N). Le traitement des souris avec le T0901317 induit fortement 
l’expression de gènes impliqués dans la lipogenèse de novo  et entraine l’accumulation de TG 
hépatiques [Ducheix, et al. 2013]. Chez les souris LXRα/β
-/-
, le T0901317 n’augmente plus le 
stockage de TG et, par rapport aux souris wt, elles présentent un taux de cholestérol estérifié 
hépatique beaucoup plus élevé, et de cholestérol libre également, dans une moindre mesure. 
 
Dans ce modèle, le traitement au T0901317 induit l’expression d’APJ, mais cette 
augmentation ne semble pas être dépendante des LXR, puisqu’on observe une tendance à 
l’augmentation de l’expression d’APJ après le traitement au T0901317 chez les souris LXRα/β
-/-
. 
De plus, l’expression d’APJ seulement doublée dans le foie où les TG sont multipliés par 6, et la 
faible quantité de TG hépatique chez ces souris LXRα/β
-/-
 nous confirme qu’il n’y aurait pas de 
lien entre le degré de stéatose et l’expression d’APJ. Ici aussi, on constate que chez les souris 
LXRα/β
-/-
, qui ont plus de cholestérol estérifié et libre que les souris wt,  APJ est plus exprimé. 
 
 
Figure N. Expression génique d’APJ dans le foie de souris wt traitées avec le T0901317 (n=5) ou avec le 
véhicule (n=5) et des souris LXRα/β
-/-
 traitées avec le T0901317 (n=5) ou avec le véhicule (n=5), exprimée 
en fois d’augmentation par rapport au groupe wt non traité au T0901317. 
Contenu en cholestérol estérifié total, en cholestérol libre et en TG hépatiques. Les résultats 
représentent la moyenne ± SEM. «a» indique une différence significative entre les deux génotypes pour 
un même traitement. «b» indique une différence significative entre les deux traitements pour un même 
génotype.  
 
Lorsque l’on compare l’expression relative d’APJ dans ces deux modèles avec celle 
observée chez les souris db/db, on constate qu’elle reste dans le même ordre de grandeur. 
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Discussion et perspectives 
 
 Effets du traitement chronique à l’apeline sur le métabolisme énergétique du foie 
Les résultats obtenus sur le métabolisme glucidique du foie ne permettent pas de 
montrer un effet marquant de l’apeline. Les résultats encourageants obtenus lors d’un test de 
tolérance au pyruvate sur une première série de souris n’ont pas été reproduits lorsque nous 
avons répété ce test sur une deuxième série de souris. Il est important de noter que dans les 
deux séries de souris, dans les 2 groupes de souris nourries avec le HFD, la glycémie augmente 
de la même façon pendant les 15 minutes suivant l’injection de pyruvate. Cette phase 
d’ascension de la glycémie est le reflet de la production de glucose par le foie à partir du 
pyruvate. La diminution de la glycémie observée après 30 minutes, elle, est le reflet de l’entrée 
du glucose dans les organes périphériques, mais elle peut également refléter l’inhibition de la 
néoglucogenèse hépatique par l’insuline. Nous savons que les souris traitées à l’apeline sont 
plus sensibles à l’insuline que les souris traitées au PBS [Attane, et al. 2012] car le transport de 
glucose stimulé par l’insuline dans le muscle est augmenté, cela peut expliquer le retour plus 
rapide à la glycémie basale, mais on ne peut pas exclure un effet potentiel sur le pancréas. En 
effet, bien que l’apeline puisse limiter de façon aigüe la sécrétion d’insuline suite à une 
augmentation de la glycémie [Sorhede Winzell, et al. 2005], un traitement chronique à l’apeline 
de souris Akita augmente le contenu en insuline des cellules β pancréatiques [Chen, et al. 
2011]. Il serait donc intéressant de mesurer l’insulinémie des souris 15 minutes après l’injection 
de pyruvate, afin de déterminer si le retour plus rapide à la glycémie basale chez les souris 
traitées à l’apeline, dans la première série de souris, est le résultat d’une meilleure sensibilité à 
l’insuline périphérique et/ou hépatique, ou bien d’une plus forte sécrétion d’insuline par le 
pancréas en réponse à l’augmentation de la glycémie suite à la production hépatique de 
glucose. 
Quelle que soit la régulation de la glycémie lors de la phase descendante du PTT, il 
semble que le traitement à l’apeline n’agisse pas sur la capacité néoglucogénique proprement 
dite du foie, ce qui est en accord avec les résultats obtenus sur l’expression et l’activité 
enzymatique de la PEPCK mesurée sur le foie de souris ayant été mises à jeun pendant 7h en 
période nocturne.  
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Au niveau du métabolisme lipidique, les souris ont un contenu hépatique en TG réduit 
de 40% après 4 semaines de traitement, et l’analyse histologique montre que la taille des 
vésicules lipidiques est réduite par rapport aux foies des souris traitées au PBS. La stéatose 
étant le résultat de la dérégulation de plusieurs mécanismes, nous avons exploré le 
métabolisme lipidique du foie de ces souris, au niveau de l’entrée, de l’utilisation, de la 
synthèse et de la sécrétion des lipides. 
Le transporteur d’acides gras FAT n’est pas le seul transporteur permettant l’entrée 
d’acides gras dans les hépatocytes, mais c’est le seul dont l’expression hépatique a été reliée à 
la stéatose et à la résistance à l’insuline [Memon, et al. 1999], [Koonen, et al. 2007], [Greco, et 
al. 2008]. C’est pourquoi nous avons choisi d’étudier son expression en réponse au traitement. 
Le régime HFD augmente bien son expression, mais le traitement à l’apeline n’a pas d’effet. Il 
semble donc que la diminution de la stéatose des souris traitées à l’apeline ne soit pas due à un 
moindre transport des lipides plasmatiques. Cependant, il sera important de confirmer que sa 
présence à la membrane plasmique des hépatocytes n’est pas modifiée par le traitement à 
l’apeline, par immuohistochimie par exemple. 
 
Nous nous sommes intéressés à l’utilisation des lipides dans le foie, d’une part parce 
qu’une augmentation de la β-oxydation des lipides permet de réduire la stéatose chez des 
souris nourries avec un HFD [Orellana-Gavalda, et al. 2011], et d’autre part parce que notre 
traitement à l’apeline peut induire l’augmentation de la β-oxydation dans le muscle 
squelettique [Attane, et al. 2012]. Nous avons donc souhaité savoir si c’est également le cas 
dans le foie. La mesure de la β-oxydation sur homogénat de foie, contrairement à celle 
effectuée sur le muscle intact [Attane, et al. 2012], nous a permis de mesurer la capacité 
oxydative des organites, en nous affranchissant de potentiels effets sur le transport des lipides. 
Cela nous a permis de montrer que le régime HFD a pour effet d’augmenter la capacité 
oxydative des hépatocytes, aussi bien au niveau de la β-oxydation complète (CO2) 
qu’incomplète (ASM). En revanche, en réponse au traitement à l’apeline et contrairement à ce 
que l’on attendait, la β-oxydation est moindre que chez les souris traitées au PBS. Il en est de 
même pour la concentration plasmatique de β-hydroxybutyrate (β-HB). La variabilité entre les 
différentes séries de souris ne nous a pas permis d’atteindre la significativité, néanmoins la β-
oxydation complète et le β-HB plasmatique des souris traitées à l’apeline rejoignent un niveau 
proche des souris nourries avec un régime normal. 
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Dans le muscle de ces souris, la β-oxydation n’est pas modifiée par le régime HFD mais 
le traitement à l’apeline l’augmente et permet une meilleure utilisation des lipides [Attane, et 
al. 2012]. Dans le foie des souris nourries avec le HFD, nous avons observé une tendance à 
l’augmentation de la β-oxydation, et le traitement à l’apeline la diminue. Ainsi, bien que les 
effets de l’apeline soient différents dans le foie de ceux observés dans le muscle, ils sont 
toujours associés à un meilleur métabolisme lipidique. Nous pouvons alors nous demander si 
l’apeline agit directement sur la β-oxydation hépatique ou si cette diminution de la capacité 
oxydative est le simple résultat de la moindre disponibilité des lipides dans le foie des souris 
traitées à l’apeline. Pour tenter de répondre à cette question, nous avons mesuré l’expression 
génique du récepteur nucléaire PPARα, qui gouverne les processus cataboliques des lipides. 
Son expression est augmentée dans le foie des souris nourries avec le régime HFD, ce qui 
confirme que l’afflux de lipides induit la transcription de gènes du catabolisme des lipides, mais 
le traitement à l’apeline ne modifie pas son expression. Bien que préliminaire et devant être 
confirmée au niveau protéique, l’expression génique de PPARα nous indique que la diminution 
de la β-oxydation dans le foie, après le traitement, ne serait pas le résultat d’une inhibition 
directe de l’apeline, mais plutôt la conséquence de la moindre quantité de lipides disponibles 
dans le foie. 
La diminution de la β-oxydation implique que le foie des souris traitées à l’apeline 
contiendrait moins de substrats disponibles pour la néoglucogenèse. Or, cela n’a pas pu être 
démontré par le protocole que nous avons utilisé pour mesurer l’activité de la PEPCK, et son 
expression génique semble indiquer que la néoglucogenèse n’est pas diminuée. 
 
Il nous apparaissait donc que l’action de l’apeline dans le foie est différente de son 
action dans le muscle, nous alors donc poursuivi l’exploration du métabolisme lipidique 
pouvant influer sur la quantité de lipides hépatiques, à commencer par la lipogenèse de novo. 
L’expression génique du facteur de transcription SREBP-1c, qui est augmentée par le 
régime HFD, est significativement diminuée après le traitement à l’apeline. L’expression 
génique d’un facteur de transcription ne reflétant pas nécessairement son activation et donc sa 
capacité à induire l’expression de gènes impliqués dans la lipogenèse de novo, nous avons 
également mesuré l’expression de la FAS, l’une de ses cibles. Son expression est bien 
augmentée sous HFD, ce qui participe à l’accumulation de TG dans le foie ; et dans le foie des 
souris traitées à l’apeline, elle est similaire à celle des souris ND. Il sera intéressant de mesurer 
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également l’expression génique d’autres enzymes importantes dans la lipogenèse de novo, 
telles que l’ACC1, la SCD1 et l’Elovl6, afin de déterminer si le traitement à l’apeline agit à 
différents niveaux de ce processus. 
L’expression des enzymes impliquées dans la lipogenèse de novo n’est pas sous le seul 
contrôle de SREBP-1c. ChREBP est lui aussi un facteur de transcription inducteur de la 
lipogenèse de novo, qui a de nombreux gènes-cibles en commun avec SREBP-1c ; cependant, 
dans notre modèle, aucune modification de son expression génique n’est observée entre les 
groupes traité et non traité (donnée non présentée). Il ne paraît donc pas impliqué dans les 
effets de l’apeline dans notre modèle. Il semble donc que le traitement à l’apeline empêche 
l’induction du programme lipogénique dans le foie des souris nourries avec le régime HFD en 
inhibant l’expression et, probablement, l’activation de SREBP-1c. 
 
L'étude de Donnelly et al montre que, chez l’Homme résistant à l’insuline et ayant une 
stéatose, la lipogenèse de novo est à l’origine de 30% des lipides présents dans le foie 
[Donnelly, et al. 2005]. En gardant à l’esprit qu’il est difficile de transposer les résultats obtenus 
chez les animaux à l’Homme, si nous faisons un parallèle avec notre étude, le blocage total de 
l’induction de l’expression de la FAS que nous observons chez les souris traitées à l’apeline 
pourrait expliquer la diminution d’environs 40% des TG hépatiques par rapport aux souris 
traitées au PBS. 
Les AGL plasmatiques, eux, sont à l’origine de plus de la moitié des lipides stockés dans 
le foie stéatosé chez les patients insulino-résistants [Donnelly, et al. 2005]. Nous savons que des 
traitements chroniques à l’apeline ont pour effet de diminuer les AGL plasmatiques [Higuchi, et 
al. 2007], [Yue, et al. 2011]. La diminution des AGL a été attribuée à un effet inhibiteur de la 
lipolyse adipocytaire par l’apeline chez la souris [Yue, et al. 2011]; [Than, et al. 2012]. Bien que 
n’ayant pas observé de diminution des AGL plasmatiques, l’étude d’Attané et al [Attane, et al. 
2012] montre que notre traitement à l’apeline permet d’augmenter la capacité des muscles à 
oxyder les lipides, sans pour autant modifier le contenu en TG intramusculaires. Cela suggère 
que ces lipides oxydés proviendraient de la circulation et non du stock intramusculaire de 
lipides, et donc que l’augmentation de l’oxydation des lipides pourrait entrainer la diminution 
des AGL plasmatiques observée. 
La diminution des TG plasmatiques après 4 semaines de traitement à l’apeline [Attane, 
et al. 2012] pourrait également expliquer la diminution des lipides dans le foie. Cependant, il 
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est aussi envisageable que le foie, plutôt que de subir cette diminution en TG plasmatiques, y 
participe, ce qui est suggéré par la moindre sécrétion de VLDL observée chez les souris traitées 
à l’apeline. 
Une autre source de lipides hépatiques chez les patients insulino-résistants et ayant une 
stéatose, est l’absorption intestinale (environs 15%) [Donnelly, et al. 2005]. A l’heure actuelle, 
aucune donnée n’est disponible sur un potentiel effet de l’apeline sur l’absorption entérique 
des lipides, mais nous ne pouvons pas exclure que les souris traitées à l’apeline absorbent 
moins de lipides lors de la digestion. Il serait donc intéressant de mesurer l’absorption 
intestinale de lipides chez ces souris. 
 
L’AMPK, senseur énergétique au carrefour du métabolisme glucidique et lipidique, est 
une cible de l’apeline dans le muscle [Dray, et al. 2008], [Attane, et al. 2012], le tissu adipeux 
[Attane, et al. 2011] et l’intestin [Dray, et al. 2013]. Dans l’hépatocyte, l’activation de l’AMPK 
active la β-oxydation en diminuant les taux de malonyl-coA via l’inactivation de l’ACC2 [Fogarty 
and Hardie 2010] et via l’activation de la MCD (malonyl-coA décarboxylase) [Park, et al. 2002] ; 
elle inhibe également la lipogenèse de novo via l’inhibition de l’ACC1 [Assifi, et al. 2005] et des 
facteurs de transcription SREBP-1c et ChREBP [Fogarty and Hardie 2010]. Au niveau du 
métabolisme glucidique, l’activation de l’AMPK inhibe le stockage de glycogène [Bultot, et al. 
2012] et la néoglucogenèse [Canto and Auwerx 2010]. 
Il semble que dans le foie des souris traitées à l’apeline, elle ne soit pas activée. 
L’expression protéique de l’ACC, qui est une cible notamment de l’AMPK, est diminuée dans le 
foie des souris sous HFD. On observe une tendance à l’augmentation de sa phosphorylation 
inactivatrice avec le régime HFD, ainsi qu’une diminution de l’expression génique de l’ACC2, 
cela suggère que, sous HFD, le foie contiendrait moins de malonyl-coA, en accord avec 
l’augmentation de la β-oxydation que l’on observe. Il est donc possible que l’ACC soit 
phosphorylée de façon indépendante de l’AMPK dans le foie, par exemple par la PKC ou par la 
PKA [Kim, et al. 1989]. Le traitement à l’apeline, en revanche, n’a pas d’effet sur la quantité 
d’ACC totale en protéine ni en ARN, et bien que l’on observe une tendance à la diminution de 
sa phosphorylation, il est peu probable que cela soit à l’origine de la diminution de la β-
oxydation chez les souris traitées à l’apeline. 
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Ainsi, le traitement chronique à l’apeline améliore le métabolisme lipidique dans le foie, 
alors qu’il ne semble pas avoir d’effet sur le métabolisme glucidique. Cependant, le HFD ne 
semblant pas altérer le stockage de glycogène ni la néoglucogenèse, il est possible que ce 
versant du métabolisme hépatique ne soit pas (encore) altéré au stade où les souris ont été 
étudiées. Nous savons qu’elles sont hyperinsulinémiques et intolérantes au glucose et à 
l’insuline [Attane, et al. 2012]. L’évaluation de la sensibilité à l’insuline du foie, par exemple en 
mesurant la phosphorylation d’IRS-1 ou d’Akt en réponse à l’insuline, nous permettra de 
déterminer si le foie est résistant à l’insuline, et donc si l’altération du métabolisme lipidique 
est la conséquence de l’hyper-insulinémie, ou si elle résulte de l’activation d’autres processus 
menant à l’accumulation de lipides dans le foie en condition d’insulino-résistance, tels que le 
stress du réticulum endoplasmique ou l’inflammation. Cela nous permettra également de 
déterminer si la diminution de la stéatose chez les souris traitées à l’apeline est le résultat de la 
diminution de l’insulinémie ou d’une action directe de l’apeline sur ces processus. 
Le stress du réticulum endoplasmique, lorsqu’il est activé de façon excessive et 
chronique, peut effectivement mener à l’apparition d’une stéatose en induisant le programme 
de lipogenèse de novo. Or, l’apeline atténue le stress du réticulum endoplasmique dans le 
pancréas de souris diabétiques de type 1 [Chen, et al. 2011] et dans le myocarde de rat ayant 
subit une ischémie-reperfusion [Tao, et al. 2011] ou de nourris avec un régime HFD [Ceylan-Isik, 
et al. 2013]. Si l’on suppose que le stress du réticulum endoplasmique est activé dans le foie de 
nos souris nourries avec le régime HFD, il serait possible que le traitement à l’apeline atténue 
ce stress, et que cela soit la raison pour laquelle la lipogenèse de novo est diminuée par le 
traitement. 
L’inflammation dans le foie est également liée à l’insulino-résistance et à la stéatose : 
l’inactivation des cellules de Küpffer par le gadolinium empêche le développement de la 
stéatose sous HFD [Huang, et al. 2010] et leur suppression par un traitement au clodronate a le 
même effet sous un régime déficient en choline et méthionine [Tosello-Trampont, et al. 2012]. 
Il sera donc intéressant d’évaluer le niveau d’inflammation du foie de nos souris nourries avec 
le régime HFD, et l’effet de l’apeline sur cette inflammation. Les taux plasmatiques d’apeline 
sont souvent associés à l’inflammation dans les études épidémiologiques ou cliniques [Castan-
Laurell, et al. 2008], [Heinonen, et al. 2009], [Du, et al. 2010], [Sheibani, et al. 2012], mais le 
rôle de l’apeline dans l’inflammation n’a pas encore été clairement établi. L’étude de Leeper et 
al montre que l’apeline réduit les dommages vasculaires après l’induction d’un anévrisme 
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aortique in vivo, et ce, en inhibant l’infiltration macrophagique et la sécrétion des cytokines 
proinflammatoires ; et in vitro, où elle inhibe la production de TNFα et de MCP-1 par les 
macrophages [Leeper, et al. 2009]. La seule donnée disponible sur l’apeline et l’inflammation 
dans le foie est qu’après un traitement chronique de 4 semaines au F13A, un antagoniste d’APJ, 
chez des rats cirrhotiques, l’expression hépatique de CD68 est diminuée, reflétant une moindre 
infiltration de macrophages dans le foie [Reichenbach, et al. 2012]. L’effet de l’apeline n’a 
cependant pas été testé directement sur le foie dans ce modèle, ni dans un modèle d’insulino-
résistance. Chez nos souris, nous avons pour l’instant seulement mesuré l’expression génique 
du TNFα, qui n’est pas modifiée par le régime HFD, ni par le traitement à l’apeline (données 
non présentées). D’autres marqueurs de l’inflammation devront être étudiés afin d’établir si ce 
régime HFD induit une inflammation dans le foie, et si le traitement à l’apeline peut la réduire 
et, ainsi, réduire ses effets sur le métabolisme énergétique. 
 
La stéatose pouvant être dissociée du profil métabolique général et de la résistance à 
l’insuline dans certains cas [Sun and Lazar 2013], une diminution des TG hépatiques pourrait 
aboutir à une augmentation des TG plasmatiques et à leur redistribution dans d’autres organes, 
et y induire une résistance à l’insuline. Cependant, le traitement à l’apeline n’induit ni une 
augmentation des lipides plasmatiques, au contraire il diminue la triglycéridémie des souris 
[Attane, et al. 2012], ni une redistribution des lipides car ce traitement n’entraîne pas de 
différence dans les TG intramusculaires [Attane, et al. 2012], et les souris traitées à l’apeline 
prennent moins de masse grasse au cours des 4 semaines de traitement que les souris traitées 
au PBS. Ainsi, dans notre étude, la diminution de la stéatose est associée à un meilleur 
métabolisme général, puisque ces souris sont plus sensibles à l’insuline. 
 
 
 Régulation d’APJ dans le foie de souris obèses et insulino-résistantes / stéatosées 
Parce qu’il nous semblait essentiel de déterminer si les effets que l’on observe sur le foie 
après 4 semaines de traitement à l’apeline, sont directs ou s’ils sont la conséquence de 
l’amélioration globale, nous avons commencé d’une part à étudier la régulation d’APJ dans le 
foie, et d’autre part à identifier le type cellulaire l’exprimant.  
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L’expression d’APJ est augmentée dans le foie de souris nourries avec un régime HFD, et 
de façon plus importante chez les souris db/db, dont l’insulino-résistance est plus marquée. De 
façon intéressante, sa régulation est inverse à celle observée dans le muscle squelettique et 
dans le tissu adipeux des souris db/db. Cela souligne le fait que le système apeline/APJ se 
comporte différemment dans le foie comparativement aux autres tissus, et pourrait donc y 
avoir un rôle différent. 
 
Au niveau protéique, le western blot d’APJ, comme tout western blot de récepteur 
RCPG, nous promettait de longues mises au point et, afin de s’assurer que c’est bien APJ que 
nous détecterions, nous avons utilisé d’autres organes en tant que contrôles positifs, à savoir le 
cœur et le poumon. Bien que cohérente avec le poids moléculaire théorique d’APJ et avec 
l’induction de l’expression génique dans le foie des souris db/db, la bande observée autour de 
40kDa étant présente uniquement dans le foie, il est peu probable qu’il s’agisse d’APJ. Une 
autre bande située autour de 70kDa a été détectée par ce western blot. Le poids moléculaire 
théorique d’APJ étant de 42kDa, bien qu’APJ puisse être dimérisé et oligomérisé [Piairo, et al. 
2011], un dimère serait observé au-delà de 80kDa. APJ est un RCPG qui possède plusieurs sites 
de glycosylation [Medhurst, et al. 2003], [O'Dowd, et al. 1993], cependant il est peu probable 
que cela se traduise par une augmentation du poids moléculaire assez importante pour qu’il 
soit détecté à 70kDa. Néanmoins, cette bande, identifiée comme étant APJ par les 
développeurs de l’anticorps utilisé, est cohérente avec le profil d’expression connu d’APJ : plus 
importante dans les poumons que dans le cœur, et très faible dans le foie [Hosoya, et al. 2000]. 
De plus, et de façon très intéressante, on remarque une expression plus importante dans le foie 
d’une souris db/db que dans celui d’une souris db/m, cela pouvant confirmer les résultats 
d’expression génique. Un autre western blot incluant un nombre plus important d’échantillons 
de foie de souris, ainsi que d’autres contrôles positifs et négatifs, pourra être réalisé afin de 
déterminer s’il s’agit bien d’APJ, et une quantification de son niveau d’expression protéique 
dans le foie de souris db/db ou nourries avec le régime HFD nous permettra de confirmer les 
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 Régulation de l’expression d’APJ dans des modèles pharmacologiques d’induction de 
stéatose 
A la recherche d’un modèle animal où APJ serait plus fortement exprimé dans le foie 
que dans celui de souris sous HFD ou db/db, l’étude du foie de souris invalidées pour PPARα ou 
pour LXRα/β, et traitées avec des agonistes de ces récepteurs nucléaires, ne nous a hélas pas 
apporté de meilleur modèle. Bien que l’expression d’APJ soit augmentée dans certaines 
conditions, son niveau d’expression est du même ordre de grandeur de celui observé dans le 
foie des souris db/db. En revanche, nous en avons retiré des informations quant à une possible 
régulation de l’expression d’APJ dans le foie. 
Tout d’abord, son expression ne semble pas liée à la quantité de TG stockés dans le foie 
des animaux, ce que l’on constate dans le groupe des souris wt et PPARα
-/-
 traitées ou non avec 
le fénofibrate, un agoniste de PPARα. Chez les souris wt, l’expression d’APJ est augmentée 
lorsqu’elles sont traitées avec le fénofibrate, qui augmente également le contenu hépatique en 
cholestérol estérifié, mais aucune régulation d’APJ par le fénofibrate n’est observée chez les 
souris PPARα
-/-
 alors que les TG sont augmentés. Cela suggère que l’induction d’APJ par le 
fénofibrate serait dépendante de l’activation de PPARα. De plus, l’induction de l’expression 
d’APJ semble liée à l’augmentation du contenu hépatique en cholestérol estérifié : il est doublé 
par le traitement au fénofibrate (qui augmente l’expression d’APJ de 1,5 fois), et son 
augmentation bien plus faible chez les souris PPARα
-/-
 peut expliquer l’absence d’augmentation 
de l’expression d’APJ par le fénofibrate. 
Bien que préliminaires, ces résultats sont en accord avec l’augmentation de l’expression 
d’APJ que nous observons dans le foie des souris nourries avec le régime HFD, qui surexprime 
également PPARα. Il serait donc intéressant de déterminer si les souris PPARα
-/-
 surexpriment 
APJ dans le foie sous HFD. On note tout de même une plus forte expression d’APJ chez les 
souris PPARα
-/-
 par rapport aux wt, ce qui semble incohérent avec l’induction par le fénofibrate. 
Cependant, il est possible que des phénomènes de compensation soient mis en place dans le 
foie des souris PPARα
-/-
 et qui puissent eux aussi agir sur l’expression d’APJ. 
 
L’expression d’APJ est doublée par le traitement de souris au T0901317, un agoniste de 
LXRα/β, ici aussi sans lien avec la quantité de TG hépatiques. Le fait que la quantité de TG 
hépatiques soit multipliée par 6 chez les souris traitées au T0901317 et que l’expression d’APJ 
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soit seulement doublée nous conforte dans l’idée que l’expression d’APJ ne serait pas associée 
à l’ampleur de la stéatose. Chez les souris LXRα/β
-/-
, l’expression d’APJ est plus élevée que chez 
les souris wt, ce qui est aussi le cas du cholestérol estérifié. 
De façon intéressante, l’induction de l’expression d’APJ par le T0901317 semble être 
indépendante des LXR puisque, bien que non significative, on observe une augmentation de son 
expression chez les souris LXRα/β
-/-
 traitées au T0901317. Le composé T0901317 étant 
également un agoniste du récepteur nucléaire FXR [Houck, et al. 2004], son activation pourrait 
induire l’expression d’APJ. Dans le foie de souris db/db, l’expression de FXR est plus élevée que 
chez les db/m [Zhang, et al. 2006], ce qui suggère FXR comme un autre régulateur potentiel de 
l’expression d’APJ. Il serait donc intéressant d’étudier la régulation d’APJ suite à un traitement 
avec un agoniste de FXR afin de vérifier cette hypothèse. 
Nous avons également évalué l’expression d’APJ dans le foie de souris ayant développé 
une fibrose hépatique marquée, après un traitement ip au tétrachlorure de carbone (CCl4), qui 
ont été l’objet d’une étude publiée en 2011 [Kostadinova, et al. 2012]. Nous espérions détecter 
une forte expression d’APJ, comme c’est le cas dans le foie de rats cirrhotiques dans l’étude de 
Principe et al [Principe, et al. 2008], mais cela n’a malheureusement pas été le cas (données 
non présentées). De plus, le niveau d’expression d’APJ est inférieur à celui mesuré dans les 
modèles utilisés dans cette thèse, et rend ainsi complexe l’étude du récepteur APJ. 
 
 
 Localisation d’APJ dans le foie des souris obèses et insulino-résistantes 
L’immunohistochimie classique ne nous ayant pas permis de détecter APJ sur les coupes 
de foie (données non présentées), nous avons décidé d’utiliser l’immunofluorescence. Grâce à 
cette technique, APJ est détecté autour des veines centrolobulaires et des veines et artères des 
triades portales sur les coupes de foie de souris nourries avec le HFD, et son co-marquage avec 
αSMA confirme sa présence sur les cellules musculaires lisses.  
L’absence de marquage d’APJ dans les hépatocytes est surprenante au vu des effets 
bénéfiques du traitement à l’apeline sur le métabolisme hépatique. Dans l’étude de Chu et al, 
l’apeline a un effet sur le métabolisme du glycogène, en agissant directement sur APJ, présent 
sur les hépatocytes [Chu, et al. 2013]. Bien que nous n’observions pas de marquage d’APJ dans 
ces cellules, il sera tout de même intéressant de savoir si l’apeline peut avoir un effet sur les 
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hépatocytes isolés de souris obèses et résistantes à l’insuline. Il sera également intéressant de 
surexprimer APJ dans les hépatocytes, en culture ou in vivo spécifiquement dans le foie, afin de 
savoir si cela peut accentuer les effets bénéfiques de l’apeline que nous observons ou si, au 
contraire, cela est délétère pour le métabolisme du foie. 
 
De façon intéressante, nous avons également détecté APJ en-dehors des vaisseaux 
sanguins, dans de rares cellules qui expriment également αSMA. Ces cellules seraient donc des 
cellules stellaires activées. Dans les études menées sur la cirrhose humaine ou de rat, APJ est 
également exprimé par les cellules stellaires [Yokomori, et al. 2011], [Melgar-Lesmes, et al. 
2011] et, dans une lignée cellulaire de cellules stellaires qui expriment APJ (LX-2), l’apeline 
promeut leur prolifération. Or, dans notre étude, très peu de cellules stellaires sont visibles par 
immunofluorescence, et l’expression génique d’αSMA est indétectable par qPCR, aussi bien 
chez les souris nourries avec le régime normal ou le HFD, suggérant que les cellules stellaires 
activées sont très rares dans notre modèle de résistance à l'insuline (données non présentées). 
Dans les cellules LX-2, les effets pro-fibrosants de l’Angiotensine II et de l’endothéline-1 
sont médiés par l’apeline, ce qui lui confère un rôle pro-fibrosant, néfaste pour le 
fonctionnement du foie [Melgar-Lesmes, et al. 2010]. Le fait que le traitement à l’apeline 
améliore le métabolisme hépatique, et qu’APJ soit à priori exprimé par les cellules stellaires, 
alors qu’en condition de cirrhose, l’apeline a un effet délétère, peut être interprété de 
différentes façons : 
1) L’apeline pourrait induire dans les cellules stellaires des processus intracellulaires 
différents selon l’état métabolique du foie. Afin de le déterminer, nous pourrions étudier l’effet 
de l’apeline sur des cellules stellaires isolées du foie de souris HFD, ainsi l’effet observé serait 
plus pertinent que le traitement de lignées cellulaires. Selon l’effet observé, il sera important de 
déterminer sa répercussion sur le métabolisme des hépatocytes. 
2) APJ pourrait aussi être exprimé par d’autres types cellulaires dans le foie. Leur 
identification est réalisable par immunofluorescence, mais aussi par cytométrie en flux, une 
technique utilisée dans l’institut, qui pourra sans doute nous apporter de nouveaux éléments 
de réponse. 
Les cellules de Küpffer, dont le profil anti-inflammatoire (M2) peut devenir pro-
inflammatoire (M1), impliquées dans le développe de la stéatose, pourraient exprimer APJ. Un 
co-marquage d’APJ et de CD68 peut être effectué afin de savoir si ces cellules expriment APJ. Si 
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c’est le cas, il sera important de déterminer si cette expression est basale dans ces cellules, 
comme c’est le cas pour l’apeline [Tatemoto, et al. 2001] et si l’augmentation de son expression 
est un reflet de leur infiltration dans le foie, ou si son expression est concomittante avec 
l’aquisition d’un profil M1. Il faudra alors identifier les mécanismes pouvant expliquer le rôle 
d’APJ dans les macrophages sur le métabolisme lipidique des hépatocyes. Pour cela, nous 
pouvons envisager une co-culture de cellules de Küpffer préalablement traitées à l’apeline, 
avec des hépatocytes primaires de souris HFD ou avec une lignée hépatocytaire préalablement 
chargée en lipides par exemple par un traitement à l’acide oléique [Fujimoto, et al. 2007]. 
L’utilisation du F13A in vitro pourra également confirmer que les effets observés passent bien 
par la liaison de l’apeline à APJ. 
En restant dans l’idée de l’augmentation d’une population cellulaire plutôt que de 
l’induction de l’expression d’APJ dans des cellules déjà présentes, il a été montré que le foie 
stéatosé contient plus de cellules ovales que le foie sain, aussi bien chez le rat que chez 
l’Homme [Tolosa, et al. 2011]. L’expression d’APJ par ces cellules progénitrices est donc une 
possibilité à ne pas écarter. Dans ces cellules, l’apeline pourrait promouvoir leur prolifération, 
mais on en sait très peu sur ces cellules, et leur rôle dans le métabolisme énergétique n’a 
jamais été étudié. 
Dans l’étude de Yokomori et al, APJ est localisé sur les cellules stellaires mais aussi sur 
les cellules endothéliales des sinusoïdes [Yokomori, et al. 2011]. Dans l’éventualité où les 
cellules endothéliales exprimeraient APJ dans notre étude, l’apeline pourrait, via une 
vasodilatation, améliorer la pathologie hépatique. En effet, l’alimentation de rats avec un 
régime cafétéria pendant un mois, induisant une insulino-résistance et une stéatose, induit une 
dysfonction sinusoïdale, par une inhibition de l’eNOS et ce avant l’apparition de l’inflammation 
et de la fibrose [Pasarin, et al. 2012]. Il est donc possible que dans notre modèle de régime HFD 
pendant 3 mois, si l’inflammation et la fibrose ne sont pas présentes, la fonction endothéliale 
hépatique soit déjà endommagée et que l’apeline l’améliore, d’autant plus que l’apeline est 
connue pour activer l’eNOS dans les cellules endothéliales [Tatemoto, et al. 2001], dans le 
muscle squelettique [Dray, et al. 2008], et dans l’hypothalamus [Duparc, et al. 2011]. Le lien 
avec l’amélioration du métabolisme lipidique que nous observons resterait tout de même à 
être établi. 
3) L’induction d’APJ dans les cellules stellaires, et plus globalement dans le foie en 
condition de résistance à l'insuline, pourrait ne pas être suffisante pour que l’apeline y exerce 
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des effets directs, ainsi les effets observés après 4 semaines de traitement à l’apeline seraient 
la conséquence de l’amélioration du métabolisme musculaire et de la moindre prise de masse 
grasse. Plusieurs possibilités sont alors envisageables : 
Nous avons proposé plus tôt que la moindre sécrétion de TG dans la circulation via les 
VLDL chez les souris traitées à l’apeline puisse être l’une des raisons pour lesquelles la 
triglycéridémie des souris est diminuée [Attane, et al. 2012], [Higuchi, et al. 2007]. Il est aussi 
possible que la diminution de la stéatose soit une conséquence de cette diminution de la 
triglycéridémie, limitant le stockage ectopique des lipides. 
Les effets du traitement à l’apeline sur le foie pourraient être le résultat de la 
modification du profil sécrétoire du TA. Il est peu probable que l’apeline agisse sur le foie via 
une augmentation de l’adiponectinémie car sa phosphorylation n’est pas augmentée dans le 
foie des souris traitées à l’apeline. De plus, l’adiponectinémie n’est pas augmentée après 4 
semaines de traitement [Attane, et al. 2012]. Mais d’autres adipokines que nous n’avons pas 
mesurées, agissant sur la sensibilité à l’insuline, pourraient être augmentées par ce traitement. 
Certaines hépatokines agissent sur le métabolisme foie, cela a été démontré par 
exemple pour le FGF21, la RBP-4, la Sélénoprotéine P et l’Hépassocine. Leur production étant 
modifiée dans le foie stéatosé, il est tout a fait envisageable que l’amélioration de la sensibilité 
à l’insuline des souris traitées à l’apeline modifie leur expression et que le métabolisme 
hépatique en soit amélioré. Les données préliminaires menées sur le foie des souris nourries 
nous indiquent que l’expression de la Sélénoprotéine P est augmentée d’un facteur 1,3 dans le 
foie des souris traitées à l’apeline (données non présentées), ce qui semble contradictoire avec 
leur meilleure sensibilité à l’insuline, et cela doit être confirmé chez les souris sacrifiées à jeun. 
 
 
Pour conclure, cette étude a permis de mettre en évidence l’augmentation de 
l’expression hépatique d’APJ dans deux modèles de résistance à l’insuline, les souris nourries 
avec un régime HFD et les souris db/db, ainsi que dans le foie de modèles pharmacologiques de 
stéatose chez la souris. Une régulation de son expression par le récepteur nucléaire PPARα ou 
par le cholestérol estérifié est possible et requiert une attention particulière dans l’optique de 
comprendre cette surexpression. 
Le traitement chronique à l’apeline de 4 semaines, mis en place au laboratoire, a pour 
effet de diminuer la stéatose hépatique de souris nourries avec un régime HFD, en réduisant la 
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lipogenèse de novo par une diminution de l’expression de SREBP-1c et de la FAS. L’ensemble 
des effets du traitement à l’apeline sur le foie sont représentés dans la figure 19. 
 
 
Figure 19. Récapitulatif des effets du traitement à l’apeline pendant 4 semaines sur le foie de 
souris obèses et résistantes à l’insuline. 




Malgré son induction dans le foie des souris sous HFD, le faible niveau d’expression 
d’APJ suggère que les effets de l’apeline pourraient être indirects. Cependant, sa localisation 
dans un type cellulaire minoritaire du foie n’exclut pas un effet direct (mais indirect vis-à-vis du 
métabolisme), ce que nous nous attacherons à déterminer, en utilisant des modèles de culture 
primaire sur différents types cellulaires de foie. Ces expériences nous apporteront les 
informations nécessaires pour déterminer si l’apeline agit directement, et si elle est bénéfique 





Dans une première partie, nous nous sommes intéressés aux effets d’un régime 
hyperlipidique supplémenté en EPA sur le métabolisme lipidique musculaire et la régulation du 
système apeline/APJ dans le muscle squelettique. Les effets de l’EPA sur le tissu adipeux et sur 
l’expression génique et la sécrétion de différentes adipokines, dont l’apeline, ont fait l’objet de 
nombreuses publications. L’apeline étant un peptide présent dans de nombreux tissus, cette 
étude a permis de montrer que sa régulation a aussi lieu dans le muscle, un autre tissu 
métaboliquement actif, et surtout que l’apeline pourrait être sécrétée par le muscle. Le fait que 
l’apeline puisse désormais être considérée aussi comme une myokine a également été montré 
très récemment dans un travail en collaboration avec l’équipe du Pr. Langin de l’I2MC, en 
réponse à l’exercice physique chez des personnes obèses [Besse-Patin, et al. 2013]. Cependant, 
dans cette étude comme dans la nôtre, l’apelinémie n’est pas augmentée, ce qui privilégierait 
plutôt une action locale de l’apeline. Bien que, comme nous l’avons discuté, nous n’ayons pas 
encore démontré le rôle que peut jouer cette augmentation de la production musculaire 
d’apeline dans les effets métaboliques de l’EPA, ces résultats renforcent l’idée selon laquelle 
l’apeline est bénéfique pour le métabolisme. En revanche, il serait important de définir, dans 
les effets de l’EPA, la part jouée par l’apeline comparativement aux autres adipokines 
impliquées dans la sensibilité à l’insuline, comme l’adiponectine. L’apeline jouant un rôle sur le 
métabolisme et la fonction cardiaque, il serait également intéressant de déterminer si l’EPA est 
capable de réguler le système apeline/APJ dans le cœur. 
Dans une deuxième partie, nous avons étudié les effets d’un traitement chronique à l’apeline 
sur le métabolisme hépatique, et la localisation d’APJ. Hormis la diminution de la stéatose, les 
effets du traitement sont peu marqués dans le foie, comparativement à ce qui a pu être 
observé dans le muscle [Attane, et al. 2012]. Pour l’instant, bien que nous ne puissions pas 
encore l’affirmer, il semble que l’amélioration du métabolisme hépatique soit une conséquence 
de l’amélioration du métabolisme musculaire et de la diminution des dépôts adipeux chez la 
souris obèse et résistante à l’insuline. Par conséquent, le foie ne semble pas être une cible 
privilégiée de l’apeline. Ainsi, dans la perspective d’utiliser l’apeline comme potentiel agent 
thérapeutique, son mode d’action se distingue de celui de la Metformine, mais aussi en partie 
de celui des TZD. La validation de l’intérêt thérapeutique de l’apeline devrait être faite très 
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prochainement chez l’Homme. En effet, dans le carde d’une collaboration entre le Pr. Pierre 
Gourdy, du Service de Diabétologie, Maladies Métaboliques et Nutrition du CHU Rangueil, et 
notre équipe, l’effet aigu de l’apeline sur la sensibilité à l’insuline va être testé chez des sujets 
volontaires au cours d’un clamp euglycémique hyperinsulinémique. Cette preuve de concept 
chez l’Homme ouvrirait de nouvelles perspectives et en particulier la mise en place d’essais 
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